T.C.
HALIC UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK PROGRAMI

FIBROBLAST HUCRELERININ KUCUK KIMYASAL
MOLEKULLER ARACILIGI iLE ADIiPOSITLERE
DIREKT FARKLILASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

_Hazirlayan
Ozge BARIM

Danisman
Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMI

istanbul — 2018



T.C.
HALIC UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK PROGRAMI

FIBROBLAST HUCRELERININ KUCUK KIMYASAL
MOLEKULLER ARACILIGI iLE ADIiPOSITLERE
DIREKT FARKLILASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

_Hazirlayan
Ozge BARIM

Danisman
Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMI

istanbul — 2018



FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE

) Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi Ogrencisi
Ozge BAR.IM tarafindan hazirlanan Fibroblast Hiicrelerinin Kii¢iik Kimyasal Molekiiller
Aracihigr Ile Adipositlere Direkt Farkhlastirilmas: adli tez ¢alisma jiirimizce Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 11.06.2018

Jiiri Uyesinin Unvani, Ads, Soyad1 ve Kurumu Imzas1

\ ] / ; Y
Jiri Uyesi  : Dr. Ogr. Uy. Ayyub EBRAHIMI \/Q/éé e

: Danigman, Hali¢ Univ.

¢
e e .o . 7 Lf >
Jiri Uyesi  : Dr. Ogr. Uy. Ozlem SAGLAM UCAR I Mo~
: Asil Uye, Halig Univ.
Jiri Uyesi  : Dr. Ogr. Uy. Gokhan DURUKSU ~/
: Asil Uye, Kocaeli Univ. =

Bu tez Enstitii Yonetim Kurulu tarafindan belirlenen jiri tiyeleri tarafindan uygun go6riilmiis
ve Enstitli Yonetim Kurulunun karariyla kabul edilmistir.

/Ot,},
e |
Prof. Dr Temel SAVASKAN

Fen Bilimleri Enstitiisli
~ Vekil Midir




Molekuler Biyoloji ve Genetik tezleri

ORIJINALLIK RAPORU

4

%3 %2 %2

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLER]

KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

Submitted to TechKnowledge Turkey 1

Ogrenci Odevi %
M www.halic.edu.tr

internet Kaynag % 1

Richard R Almon. "The genomic response of, <o, 1
skeletal muscle to methylprednisolone using °
microarrays: tailoring data mining to the
structure of the pharmacogenomic time series",
Pharmacogenomics, 07/2004
Yayin
Submitted to Kastamonu Universit

Ogrenci Odevi / <%1
Submitted to Vrije Universiteit Brussel

Ogrenci Odevi : <%1
Submitted to Cardiff Universit

B Ogrenci Odevi ) <0/01

www.scievnce.gov <o, 1
Internet Kaynagi /0 1

L

€ A A ) e f
Df- ng"(‘ %H&?Ub oral

o i
Wﬁm v



ONSOZ

Bu calisma T.C Hali¢ Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolimii’niin bilimsel arastirma ve uygulama caligmalarina verdigi
destekle hazirlanmastir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleri ile bana siirekli destek
olan, yapmak istedigim calismalarimi ve diisiincelerimi her zaman destekleyerek
beni motive eden, biiyiilk bir hosgorii ve sabirla beni yonlendiren ve egiten tez
danmigmanmim degerli hocam Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMI’ ye tesekkiir ve
saygilarimi sunuyorum.

Yiiksek lisans egitimim boyunca, bilgi ve tecriibeleriyle yetismeme katkida
bulunan hocalarim Dog. Dr. Nagehan ERSOY TUNALTI’ ya, Dog. Dr. Baki YOKES’
e, Prof. Dr. Burcu IRMAK YAZICIOGLU’ na, Dr. Ogretim Uyesi Feyza TUFAN” a,
Dr. Ogretim Uyesi Ozlem SAGLAM UCAR’ a ve Ars. Gér. Aml CEBECI’ ye
tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarim siirecinde vermis olduklar1 destek ve yardimlar i¢in
Sayi Dog. Dr. Tamer ONDER ve ekibine tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siirecte yasanan zorluklari birlikte atlattigim, sevgili donem arkadaslarim
Pmar AYDINDAG, Ezgi KESKE, Meryem OSUM, Feyza Nur ARGUC, Emir
ISIKLIKAYA, Safak SENER ve Ferhat ERDOGAN’ a gostermis olduklari destekler
i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman oldugu gibi bu siirecte de hep yanimda olan, stresli ve sikintili
giinlerimde desteklerini hi¢ esirgemeyen, bana gii¢ ve cesaret veren ¢ok kiymetli
arkadaslarim; Gizem SUMER, Ozge KILIC, Fatih CANPOLAT ve Cenk AKSU’ ya
tesekkiirlerimi sunarim.

Varliklariyla bana her zaman gii¢ veren, sevgi ve desteklerini hi¢ esirgemeyen
canlarmm; ablam Oznur BARIM ve agabeylerim Omer BARIM, Onder BARIM ve
Soner BARIM’ a sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman oldugu gibi bu siirecte de yasadigim her zorlukta, gecirdigim her
1yl ve kot giinde, maddi ve manevi tiim destegiyle hep yanimda olan, bu giinlere
gelmemdeki destegini asla unutmayacagim camim ablam Ozlem BARIM’ a sevgi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemi saglayan, maddi ve manevi desteklerini hi¢ esirgemeyen,
verdigim her kararda yanmimda olan, bana duyduklar1 gliveni ve sevgiyi hep
hissettiren kiymetlilerim; annem Saadet BARIM ve babam Necdet Kemal BARIM’
a, tim kalbimle sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

[stanbul, 2018 Ozge BARIM



ICINDEKILER

Sayfa No.
KISALTMALAR .ot i
TABLOLAR ...t VI
SEKILLER .......oooiiiiiiiiiisessisissi e \l
OZET ... VIl
SUMMARY ottt IX
Lo GIRIS .ottt 1
1.1. Yag Dokusu Ve OZelliKIETi.........cov.eveveeeieicreeieee e 1
1.1.1.Yag DoKUSU TUIIETI.....ccceiiiiiiie e 1
1.1.1.1. Kahverengi Yag DOKUSU .......cccuuiuiiiiiriiiiiieitiseseesesee e 2
1.1.1.2. Beyaz Yag DOKUSU. ......ccciiiiiiiieiieeiec e 3
1.0.2 AIPOGENEZ ..ottt bbbttt sttt sttt 7
1.2. Yeniden Programlama..........cccceeieeiieiieie ettt 10
1.2.1. Geleneksel Yeniden Programlama Teknikleri ve Dezavantajlari ................ 11
1.2.2. Kii¢iik Kimyasal Molekiiller ile Yeniden Programlama ve
TranSdiferanSiaSyon ..o 16
20 AMAC e 22
B MATERY AL ettt bbbt 24
3.1. Biyolojik OMMEKIEN .......cooveviiriiicieicc e 24
3.2. Kimyasallar Ve SOIISYONIAT ..........ccciiieiiiieieie i 24
3.3 CHNAZIAT ..o 26
BUh KIHIBT . 27
3.5, Sarf Malzemeler ..o 28
3.6. GZ-PZR PIMEIIEIT .cviiiiiiiice 30
4. YONTEM......cooooomiiiiiiiiiiietie s 31
4.1, HUCTE KUIUIT .veivieiiei et 31
4.1.1. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi ve Bllyltilmesi .........cccccevvviivennnnnn 31
4.1.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmast ..........cccocevvviviiiininiiiinincne, 32
4.1.3. Hiicrelerinin Farklilagtirtlmast .........ccococvviiiiiniiiiiiii e 33
4.2. Hiicresel Lipit Damlaciklarinin Niteliksel Karakterizasyon Analizi ................ 37
4.3. Hiicresel Lipit Damlaciklarinin Niceliksel Karakterizasyon Analizi ............... 38
4.4. Total RNA 1Z0laSYONU ........cceviviviiiieiicisice e 39
4.5, CDINA SENTEZI.....eiveuiiiiieeeeiiet ettt 42
4.6. Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi................... 42
A4.7.Vertlerin ANAIZI.........coiiiiiii 43
S BULGULAR ... 44



5.1. Farklilasma Sonucu Olusan Hiicresel Lipit Damlaciklarinin Birikiminin

Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi ..........ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiicc e 44
5.2. Farklilasma Sonucu Olusan Hiicresel Lipit Damlaciklarinin Birikiminin
Niceliksel Olarak Degerlendirilmesi........cccoovviiieiiiiiiiieiieeee e 47
5.3. Kantitatif GZ-PZR ile Adiposit Spesifik Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin
AANBLIZE ettt nre e nnes 48
6. TARTISMA ...ttt e e e e te e sa e e e sat e e e neeeeneeeeneeeanes 52
7. KAYNAKLAR ettt ae b e e be e reeanne e 56
8. OZGECMIS ..ottt 63



ADIPOQ
ALK
AMPK
ATP
bFGF
BMP7

C
CAMP
cDNA
C/EBP
CITED1

dH1f
DMEM
DMEM/F12
DMSO
DNA
DOTI1L
DZNep; D
EVA1l
EZH2

KISALTMALAR

: Delta

. Alfa

- Beta

: Gama

: Mikrometre

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Adiponektin

: Aktivin Reseptor Benzeri Kinaz

: AMP-Aktive Edici Protein Kinaz
: Adenozin Trifosfat

: Bazal Fibroblast Biliyiime Faktorii
: Kemik Morfojenik Protein-7

: CHIR99021

: Siklik Adenozin Monofosfat

: Komplementer DNA

: CCAAT/enhancer Baglanma Protein

: Karboksi Terminal 1 Domaini Glutamik Asit/Aspartik Asit ile
Zengin Cbp/p300 Etkilesimli Transaktivator

: H1 Insan Embriyonik Kok Hiicrelerinden Farklilastirilmis Fibroblast
: Dulbecco's Modified Eagle Medium
: DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham
: Dimetil Stilfoksit

: Deoksiriboniikleik Asit

: DOT1 Benzeri Histon Lizin Metiltransferaz
: 3-Deazaneplanocin

: Epitelyal V-Benzeri Antijen-1
: Enhancer of Zeste Homolog 2



F : Forskolin

FABP4 > Yag Asidi Baglayici Protein-4

FBS : Fetal Sigir Serumu

GSK-3p : Glikojen Sentaz Kinaz-3f3

GZ-PZR . Gergek-Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
H3K27 : Histon-3-Lizin-27

H3K79 : Histon-3-Lizin-79

HDAC : Histon Deasetilaz

IPKH : Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre

KKM : Kiigiik Kimyasal Molekiiller

KLF4 : Kruppel Benzeri Transkripsiyon Faktor 4
KSOR : KnockOut Serum Replacement

LSD1 : Lizin Spesifik Histon Demetilaz—1

MAPK : Mitojenle Aktiflestirilmis Protein Kinaz

ml : Mililitre

mg : Miligram

MYF5 : Miyojenik Faktor 5

ng : Nanogram

NEAA : Esensiyel Olmayan Amino Asit

OCT-3/4 : Oktamer Baglayici Transkripsiyon Faktorii-3/4
PAI-1 : Plazminojen Aktivatdr Inhibitérii-1

PBS : Fosfat Tamponlu Tuz Cdzeltisi

PDK4 : Piruvat Dehidrogenaz Kinaz-4

PGC-1a : Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptor-y Koaktivator-1a
PPAR-y : Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptor-Gama
PRDM16 : PR Domaini igeren Protein 16

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

R : RepSox

RNA : Riboniikleik Asit

ROCK : Rho-Iliskili Kinaz

Rpm : Dakikada Devir Sayisi

S : SGC0946



SCNT : Somatik Hiicre Cekirdek Aktarimi
SOX2 : SRY-Box 2
SREBP-1 : Sterol Diizenleyici Element Baglayici Protein-1

T : Tranilsipromin Hidroklorir

TBX1 : T-box Protein 1

TG > Trigliserit

TGF-p : Déniistiiriicli Biiylime Faktorii-f3

TMEM26  : Transmembran Protein 26

TNF-a, : Timor Nekrozis Faktor-Alfa

UCP1 : Ayristirict Protein-1 (Uncoupling Protein-1)
VPA : Valproik Asit

Y : Y-27632 Dihidrokloriir

ZIC1 : Serebellumun Cinko-Parmak Proteini-1



TABLOLAR

Sayfa No.
Tablo 1.1. Yeniden Programlama ve Transdiferansiasyon Caligmalarinda Kullanilan
KUGUK MOICKUILET ... et e e nrree e e 17
Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal ve SOliSyonlar...........ccoceveeieienenenininescceeee, 24
Tablo 3.2. Kullanilan Cihazlar ............ccoviiiieieniene s 26
Tablo 3.3. Kullanilan Kitler...........cooiiiiiiiiiiieieese e 28
Tablo 3.4. Kullanilan Sarf Malzemeler ..........cccoovviiiiinininiiiesee e, 28
Tablo 3.5. GZ-PZR’ de Kullanilan Primerler............ccoooooviiniiiiiinenieceeee, 30
Tablo 4.1. dH1f Hiicre Hatt1 Biiyiitme Besiyerinin Igerigi .........cccccecevvvrvrrererrnennne, 31
Tablo 4.2. dH1f Hiicre Hatt: Dondurma Besiyerinin Igerigi...........ccccooeevvcrerrinnnn. 33
Tablo 4.3. Farklilastirma Besiyeri-1" in IGerigi......cccoovoveiiveiiiiiiceeeeeecceeeee, 34
Tablo 4.4. Kiigiik Kimyasal Molekiiller ve Hiicrelere Uygulanan
Konsantrasyonlart ........o.c.oiiiiiiiiiiii i 35
Tablo 4.5. Farklilastirma Calismasinda Kullanilan Kimyasal Kombinasyonlar ve
Uygulama PIANT........ooiiiiiii e 35
Tablo 4.6. Farklilagtirma Besiyeri-2” nin Igerigi........cococovevivivririevereiiieccreesnene, 36
Tablo 4.7. Jelatin Kapli Kiiltiir Plaklarina Hiicre Ekim Oranlari ............cccoccoennnne 37
Tablo 4.8. GZ-PZR ReaKtIfleri.........ccccoviiiiiieiece e 43
Tablo 4.9. GZ-PZR KOSUILATIT.........cceiiiiiiiieiieie et 43

\



SEKILLER
Sayfa No.

Sekil 1.1. Beyaz ve Kahverengi Yag Dokusunun Viicut Genelinde Dagilimlari......... 4
Sekil 1.2. Kahverengi, Beyaz ve Bej adipositlerin Ozellikleri .........cocoevevevererererennene, 5
Sekil 1.3. Beyaz, Bej ve Kahverengi Adipositlerin Farklilagsmast..........ccccooeeiiieninens 9
Sekil 1.4. Cekirdek Yeniden Programlanmasinda Kullanilan Geleneksel Yontemlerll

Sekil 1.5. Transplantasyon Tedavileri I¢in Insan Dermal Fibroblast Hiicrelerinden

Kimyasal Bilesik-Odakl1 Yeniden Programlama Teknii .........c.ccoevvviiiiiiniiinnnnn, 21
Sekil 4.1. dH1f Hiicrelerinin Kimyasal Molekiiller Araciligiyla Direkt Adipositlere
Farklilagtirilmasinda Uygulanan Calisma Plant..........c.cocoooiiiiiiii 33
Sekil-5.1. dH1f Hiicrelerine Ayn1 Kimyasal Kombinasyonlarin Farkli Kiiltiir
Kosullarinda Uygulanmasinin Etkisini Gosteren Mikroskop Goriintiileri ................ 45
Sekil 5.2. Farklilastirma Calismasinin Ikinci Asamasinda DZNep Kimyasal
Molekiiliiniin Kullaniminin Hiicrelere Etkisinin Mikroskop Goriintiileri ................. 46
Sekil 5.3. RepSox ve DZNep Kiigiik Kimyasal Molekiil Kombinasyonunun
Hiicrelere Etkisinin Mikroskop GOrintileri ...........ccooeviiiiiiiiiiiiiciiiiiecee 46
Sekil 5.4. Farklilasma Sonucu Olusan Lipit Damlaciklar1 Birikiminin Niceliksel
ANGLIZE o 47
Sekil 5.5. dH1f Hiicre Hattinda PPAR-y Ekspresyon Seviyelerinin Analizi............. 49
Sekil 5.6. dH1f Hiicre Hattinda CEBP-a Ekspresyon Seviyelerinin Analizi ............ 50
Sekil 5.7. dH1f Hiicre Hattinda FABP4 Ekspresyon Seviyelerinin Analizi.............. 50
Sekil 5.8. dH1f Hiicre Hattinda ADIPOQ Ekspresyon Seviyelerinin Analizi........... 51

Vi



GENEL BIiLGILER

Ad1 ve Soyadi : Ozge BARIM

Anabilim Dah : Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Program : Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Tez Damismam : Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMI

Tez Tiirii ve Tarihi : Yiiksek Lisans — Mayis 2018

OZET

FIBROBLAST HUCRELERININ KUCUK KIMYASAL MOLEKULLER
ARACILIGI iLE ADiPOSITLERE DiREKT FARKLILASMASI

Kiigiik kimyasal molekiiller (KKM) araciligiyla hiicrelerin dogrudan
farklilasmasi1  (transdiferansiyasyon), daha oOnceki yeniden programlanma
yontemlerinin dezavantajlarini gidermekte ve rejeneratif tip alaninda biiyiikk umutlar
vaat etmektedir. Bu dogrultuda gelistirilen yeniden programlama g¢alismalarinda,
sinyal yolaklari, epigenetik modifikasyonlar veya metabolik stirecleri hedefleyerek,
ektopik gen ekspresyonu gerekmeden hiicresel farklilasmada etkili olabilen KKM’
ler yaygin olarak kullanilan biyoaktif molekiillerdir. Bu tez ¢aligmasinda insan
fibroblast hiicrelerin, adiposit benzeri hiicrelere dogrudan farklilagmasinda
(transdiferansiyasyon) etkili olabilecek kiigiik kimyasal molekiillerin belirlenmesi
amagclanmstir.

Bu dogrultuda yapilan calismada, dH1f fibroblast hiicrelerinden adiposit
farklilasmasinin  indiiklenmesinde  etkili  olabilecek KKM’ lerin  farkh
kombinasyonlari, kademeli kiiltiir kosullarinda hiicrelere uygulandi. Olusan lipit
damlaciklarinin birikimiyle karakterizasyon gergeklestirildi ve farklilasmada en etkili
kimyasal kombinasyonlar belirlendi. Daha sonra belirlenen kombinasyonlarin
uygulandig hiicrelerin adiposit spesifik gen ekspresyon analizleri gergeklestirildi.

Sonuglar incelendiginde 3-Deazaneplanocin  (DZNep) ve RepSox
kimyasallariin uygulandig: hiicrelerde yiliksek oranda lipit birikimi gézlemlendi. Bu
hiicrelerde, kontrol ve diger kombinasyonlarin uygulandigi hiicrelere gore
adipositlere 6zgii genlerinin daha yiiksek oranda ekspresyonu gozlendi.

Bulgular g6z Oniine alindiginda yapilan caligmanin daha fazla optimize
edilmesi ve farkl tiirlerde adipositlere direkt farklilasmanin ger¢eklesmesi halinde,
rejeneratif tip alaninda ayrica obezite ve obezite iligkili hastaliklarda adiposit
kaynakli yeni tedavi yaklagimlarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Transdiferansiasyon, Kii¢iik Kimyasal Molekiil, Adiposit
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SUMMARY

THE DIRECT DIFFERENTIATION OF FIBROBLAST CELLS INTO
ADIPOCYTES THROUGH SMALL CHEMICAL MOLECULES

The direct differentiation (transdifferentiation) of cells through small
chemical molecules (SCMs) eliminates the disadvantages of previous
reprogramming methods and have great promises in regenerative medicine.
According to the developed reprogramming studies, SCMs are bioactive molecules
which can be effective in targeting cellular pathways, differentiation, epigenetic
modifications or metabolic processes without the need for ectopic gene expression.
In this thesis, it was aimed to determine SCMs which may be effective in human
fibroblasts transdifferentiation into adipocyte-like cells.

To that point, different combinations of SCMs, which may be effective in
adipocyte differentiation from dH1f cells, were applied to cells in different stages of
culturing conditions. The most effective chemical combinations were determined by
characterization of lipid droplets accumulation and adipocyte specific gene
expression analysis.

The results showed high rate of lipid accumulation in the cells treated with 3-
Deazaneplanocin (DZNep) and RepSox combination. Higher expression of adipocyte
specific genes were observed in these cells compared to control groups and cells
treated with other SCMs combinations.

In conclusion, there need to further optimization and use other species’ cell
types to direct SCMs-based adipocyte transdifferentiation to regenerative medicine
especially new treatment approaches in obesity and any diseases related to obesity.

Keywords: Transdifferentiation, Small Chemical Molecule, Adipocyte



1. GIRIS

1.1. Yag Dokusu ve Ozellikleri

Yag dokusu; hiicresel komponentleri icerisinde olgun adipositleri,
mezankimal kok hiicreleri, T regiilator hiicreleri, endotel 6ncii hiicreleri, makrofajlar
ve Onciil adipositleri bulundurmasi sonucu hiicresel heterojenite ile karakterize
edilen, enerji dengesi ve tiim viicut homeostazinda temel bir rol oynayan oldukca
kompleks bir dokudur (Bernlohr, Jenkins ve Bennaars, 2002: 263; Moreno-Navarrete
ve Fernandez-Real, 2012: 18). Yalitim ve mekanik destek saglamasinin yaninda
birincil fonksiyonunun fazla enerjiyi trigliserit (TG) formunda depolamak oldugu
bilinen yag dokusu lipit mobilizasyonunu kontrol eder ve termoregiilasyonda gorev
alarak viicut 1s1sinin korunmasini saglar. Ayrica enerji dengesi, bagisiklik sistemi,
tireme fonksiyonlari, hemostaz, kan basinci ve anjiyogenez gibi ¢esitli biyolojik
sistemleri etkileyen salgisal {irlinleri sentezleyebilmesiyle endokrin bir doku olarak

da islev gostermektedir (Sethi ve Vidal-Puig, 2007).

1.1.1. Yag Dokusu Tiirleri

Yag dokusu farkli anatomik lokasyonlari, morfolojik yapilar1 ve
fonksiyonlarina gore temel olarak beyaz ve kahverengi yag dokusu olmak tizere iki

gruba ayrilmaktadir (Cinti, 2005).



1.1.1.1. Kahverengi Yag Dokusu

Kahverengi yag dokusunun gelisimi insanlarda gebeligin 20. haftasinda
baslar ve dogumdan sonra kisa bir siire daha olusumu devam eder. Kahverengi yag
dokusu sekil 1.1° de gosterildigi gibi yeni doganlarda ve kiiclik cocuklarda
interskapuler bolgelerde, kan damarlarinin ¢evresinde, boyun ve aksiller bolgedeki
kaslarda, gogiis girisinde yemek ve nefes borusu, biiyiik damarlar boyunca ayrica
abdominal aort, pankreas, adrenal bezler ve bobreklerin ¢evresinde lokalizedir (da
Silva Faria ve dig., 2013: 3). Onceleri insan ve diger biiyiik memeli tiirlerinde
kahverengi yag dokusunun olusumunun yeni dogan ve erken ¢ocukluk donemi ile
stnirli oldugu kabul edilirken yakin zamanda yapilan arastirmalarda yetiskin
insanlarda da kahverengi adipoz dokunun bulundugu dogrulanmistir. Kahverengi yag
dokusunun analizi i¢in pozitron emisyon tomografi tarama teknolojisinin kullanim1
ile bu adipoz dokunun sekil 1.1’ de goriildiigii gibi yetiskin insanlarda servikal,
supraklavikiiler, paravertebral, perikardiyal ve bir dereceye kadar mediastinal ve
mezenterik alanlarda bulundugu gosterilmistir (Cypess ve dig.,2009; Van Marken
Lichtenbelt ve dig.,2009). Kahverengi yag dokusu adaptif titremesiz termogenez
olarak bilenen bir siiregle ¢esitli uyaranlara yanit olarak yag asitlerinin ve glikozlarin
yikimini saglayarak 1s1 yoluyla enerji iiretiminin regiilasyonundan sorumludur (Wang
ve Seale, 2016). Olgun kahverengi adipositler yiiksek mitokondriyel icerige sahiptir
ve ayrigtirict protein-1 (uncoupling protein 1-UCP1) olarak bilinen 6zellesmis bir
mitokondriyel protein icerirler. UCP-1 proteini kahverengi adipositlerde termojenik
siirecin aktivasyonundan sorumludur. Mitokondrinin i¢ membraninda eksprese edilen
UCP-1 sempatik innervasyonlar yoluyla adrenerjik sinyaller tarafindan diizenlenir
(Fedorenko ve dig.,2012). Kahverengi adipoz dokuda termogenezin sempatik
aktivasyonuyla sempatik sinir uglarindan beta (f)-adrenerjik reseptorler igin
noropinefrin salimimi gergeklestirilir. Bu duruma baglh olarak hiicre i¢i TG hidrolize
eden adenilat siklazin ve hormon duyarli lipazin salinimi gerceklestirilir. Serbest
kalan yag asitleri UCP-1 proteinin aktivasyonunu gerceklestirir. UCP-1 adenozin
trifosfat (ATP) sentezinden oksidatif fosforilasyonu ayirir ve bdylece enerji 1s1 olarak

dagitilir (Saito, 2013). Kahverengi adipositler morfolojik olarak ¢ok sayida lipit



damlacig1 icermesinden dolayr multilokiiler olarak karakterize edilirken demir igeren
mitokondriden zengin olmasindan otiirii kahverengimsi bir goriiniime sahiptir (Park

ve dig.,2014).

1.1.1.2. Beyaz Yag Dokusu

Beyaz yag dokusunun olusumu bir¢ok tiirde dogumdan O©nce baslar,
dogumdan hemen sonra boyutunun ve sayisinin artmasiyla hizli bir genisleme
gosterebilir. Sekil 1.1” de gosterildigi gibi subkutan bolgelerde ve visseral organlarin
cevresinde, ayrica ylizde lokalizasyon gosteren beyaz yag dokusu yetigkin insanlarda
adipoz dokunun baskin tipidir. Visseral yag dokusu abdominal boslukta ve
mediastinum bolgelerinde, subkutan yag dokusu ise gluteofemoral bolgede ve karin
dis duvarinda bulunur. Ayrica beyaz yag dokusu kalp, bobrek ve genital bolge gibi
diger organlarin c¢evresinde az miktarda bulunabilir. Yapisal bilesenleri icerisinde
stromal vaskiiler hiicreleri ve adipositleri bulundurdugu bilinen beyaz yag dokusunun
biiyiilk bir kismimi olusturan beyaz adipositler morfolojik olarak fildisi veya
sarimtirak renkli, Unilokiiler lipit damlacig1 olarak karakterize edilirler. Boyutlar
lokalize olduklar1 bolgeye gore genellikle 30-100 um arasinda degiskenlik
gostermektedir. Beyaz adipositler biiyiikliikleri nedeniyle hiicre i¢i boslugun biiyiik
bir kismini1 kaplarlar, bu sebeple ¢ekirdek ve diger organelleri igeren sitoplazmik
kisim kenara dogru sikismis olarak bulunmaktadir. Ayrica beyaz adipositlerde
mitokondri miktar1 degiskenlik gostermekle birlikte kahverengi adipositlere oranla
daha az bulunmaktadir (da Silva Faria ve dig., 2013: 1-18). Beyaz yag dokusu
onemli bir enerji rezervidir ve birincil fonksiyonu fazla enerjiyi lipit damlaciklar
icerisinde TG formunda depolamak, enerji gereksinimi duyuldugunda ise serbest yag
asidi formunda enerjiyi dolasima birakmaktir. Bu nedenle olduk¢a dinamik ve aktif
bir doku olan beyaz yag dokusu enerji metabolizmasindaki ana islevine ek olarak dis
ortamdan bir izolator ve su i¢in bir depolama bolgesi olarak da islev gosterir. Ayrica
organlarin anatomik olarak dogru yerlesimi i¢in dnemlidir. Avug i¢i ve ayak tabani

gibi yiiksek mekanik stres igceren bolgelerde elastik bir tampon islevi gosterir. Ayni



zamanda leptin, adiponektin, resistin, visfatin, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve
plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) gibi ¢esitli adipositokinleri salgilamasiyla

aktif bir endokrin doku olarak islev gostermektedir (Pavelka ve Roth, 2010: 290).
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Sekil 1.1. Beyaz ve Kahverengi Yag Dokusunun Viicut Genelinde Dagilimlar1 (da Silva Faria ve dig.,
2013: 14).

Yakin zamanda beyaz yag dokusu igerisinde kahverengi-benzeri adiposit
Ozelliklerine sahip olabilen, bej veya brit adipositler olarak adlandirilan yeni bir
adiposit tiirti kesfedilmistir. Bu adipositler bazal kosullar altinda biiyiik unilokiiler
lipit damlaciklar1 igermesi ve beyaz adiposit benzeri gen ekspresyon modeline sahip

olmasiyla karakteristik olarak beyaz adipositlere benzerken, soguk ve B-adrenerjik



aktivatdrler gibi belirli uyaricilarin etkisi altinda UCP1 ekspresyonu ve multilokiiler
lipit  damlaciklar1  olusturmasiyla  kahverengi-benzeri  adiposit  ozelligi
kazanmaktadirlar (Harms ve Seale, 2013). Bej adipositler cogunlukla subkutan beyaz
yag dokusunda bulunmakla birlikte az miktarda viseral beyaz yag dokusunda
bulunabilmektedir (Luo ve Liu,2016). Fareler {izerine gerceklestirilen caligsmalarla
beyaz adipositlerin kahverengi benzeri adipositlere doniisiimiiniin tersine ¢evrilir bir
reaksiyon oldugu gozlemlenmistir. Farelerde soguk uyarimindan sonra 1s1 oda
sicakligina tekrar dondiriildiigiinde bej hiicrelerin yaklasik alti hafta sonra
kahverengi adipositlerin karakteristik 6zelligini kaybederken beyaz adipositlerin
karakteristik ozelliklerini tekrar kazandigi rapor edilmistir. Ayrica bej adipositlerin
soguga kars1 Ozellikle subkutan beyaz yag dokusunda adaptif termogenezi
diizenleyebildigi gézlemlenmistir (Rosenwald ve dig.,2013). Kahverengi, beyaz ve

bej adipositlerin genel 6zelliklerinin sematik gosterimi sekil 1.2° de verilmistir.
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Adiposit tiirlerinin hepsi farklt oncii hiicrelere farklilagabilme yetenegine
sahip olan multipotent mezankimal kok hiicrelerden orijin almaktadir (Gesta ve
dig.,2007). Bununla birlikte beyaz adipositler miyojenik faktor 5 (myf-5) eksprese
etmeyen adipojenik soylardan farklilasirken, kahverengi adipositler myf-5 eksprese
eden miyojenik soydan farklilasarak olusmaktadir (Timmons ve dig.,2007). Ancak
bej adipositlerin farklilasmasinin beyaz adipositlerin transdiferansiasyonu yoluyla mi1
yoksa Oncii hiicrelerin bir alt grubunun bastan adipogenezi yoluyla mi olustugu
belirsizdir (Park ve dig.,2014). 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada B-adrenerjik
reseptorlerin agonisti ile muamele edilen farelerde beyaz yag dokusunda multilokiiler
mitokondriden zengin adiposit olusumu gézlemlenmistir ve bu hiicrelerin dnciillerini
arastirmak tiizere agonistin hiicrelere uygulandigi sirada mitoz geg¢irmis hiicrelerin
tanimlanmasinda morfolojik teknolojilerin kullanimiyla bej adipositlerin dnceden var
olan olgun beyaz adipositlerden farklilagarak olustugu gozlemlenmistir (Himms-
Hagen ve dig.,2000). Benzer sekilde farkli bir calismada biiyiik unilokiiler beyaz
adipositlerin soguk ve fB-adrenerjik reseptorlerin agonisti uyarimiyla bej adipositlere
farklilastigr gozlemlenmistir (Cinti, 2009). Ancak bu calismalarin aksine 2013
yilinda yapilan farkli bir ¢alismada olgun beyaz adipositlerin kalici isaretlendigi
indiiklenebilir bir sistem ile soguk uyarimi gerceklestirilerek gelisim sirasinda
adipogenez siireci izlenmistir. Bu ¢aligmayla soguk uyarimi sonucu subkutan beyaz
adipositlerin kahverengilesmesiyle olusan bej adipositlerin, var olan beyaz
adipositlerden farkli olarak isaretli olmayan yeni farklilasmis adipositlerden olustugu
gozlemlenmistir (Wang ve dig.,2013). Ayrica bilinen ii¢ farkli adiposit tiiriiniin
spesifik gen ekspresyonlarinin arastirildigi cesitli ¢alismalarda epitelyal V-benzeri
antijen-1 (EVAL1), serebellumun ¢inko-parmak proteini-1 (ZIC1) ve piruvat
dehidrogenaz kinaz-4 (PDK4) genlerinin kahverengi adipositlerin, transmembran
protein 26 (TMEM26), T-box protein 1 (TBX1) ve Karboksi terminal 1 domaini
glutamik asit/aspartik asit ile zengin Cbp/p300 etkilesimli transaktivator (CITEDI)
genlerinin bej adipositlerin, leptin, resistin ve Angiotensinojen genlerinin ise beyaz
adipositlerin belirteci oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte hem beyaz hem

kahverengi hem de bej adipositlerde peroksizom proliferator-aktive reseptor-gama



(PPAR-y), yag asidi baglayict protein-4 (FABP4) ve adiponektin (ADIPOQ)
faktorlerinin benzer seviyelerde ekspresyonlarina sahip olduklar1 gozlemlenmistir

(Wu ve dig.,2012; Sharp ve dig.,2012; Shan ve dig.,2013; Wang ve Seale, 2016).

1.1.2. Adipogenez

Adipogenez multipotent mezankimal kok hiicrelerden koken alan oncii
adipositlerin olgun adipositlere farklilasmasinin gergeklestigi cok adimli bir
prosestir. Bu siire¢ adipojenik farklilasmanin kritik diizenleyicileri olarak bilinen
transkripsiyon faktorlerinin kontroliinde, c¢esitli negatif ve pozitif regiilatorlerin
ayrica iligkili sinyal yolaklarinin etkisi altinda gerceklesmektedir (Lefterova ve
Lazar, 2009).

Genel olarak adipojenik farklilasma, biiylimenin durmasi, mitotik klonal
genisleme, erken farklilasma ve terminal farklilagsma olarak bilinen dort ana asamada
gerceklesmektedir (Gregoire ve dig.,1998). Farklilagma siirecinin hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar1 ¢esitli hiicre hatlarin1 i¢eren in vitro deneysel modellerle
yaygin olarak c¢alisilmaktadir. Kiiltiire edilmis Oncii adipositler farklilasma Oncesi
proliferasyon gosterirler ve konfluent duruma geldiklerinde kompakt inhibasyon
sonucu bliylimelerini durdurup hiicre dongiisiinden ¢ekilirler. Bu siiregte oncii
adipositlerin farklilagsmanin erken belirteclerinin ekspresyonunun indiiklemesinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte 6ncii adipositler hiicre dongiisiine tekrar
donmek i¢in uygun hormonel uyaricilara ihtiya¢ duyarlar. Hormonel uyarimla, 6ncii
adipositler hiicre dongiisiine tekrar girer, birka¢c mitoz boliinme sonrasi biiylimeleri
tekrar durdurulur ve terminal adiposit farklilasmasi gegirirler. Oncii adipositlerin
hiicre dongiisiine tekrar girisi mitotik klonal genisleme fazi olarak da bilinmektedir
(Dani ve dig.,1990; Niemeld ve dig., 2008: 3-5).

Bu farklilasma siirecinde anahtar bir rol oynayan CCAAT/enhancer baglanma
proteinleri (C/EBP) ve PPAR-y adipogenezin ana diizenleyicileri olarak kabul
edilmektedir (Siersback ve dig., 2010). Yapisal bilesenleri icerisinde karboksi-

terminal 16sin fermuar domaini, Deoksiriboniikleik asit (DNA) baglanma bolgesi ve
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amino-terminal transaktive edici bolge bulundurdugu bilinen C/EBP transkripsiyon
ailesi tiyelerinden C/EBP-alfa (o)), C/EBP-beta (B) ve C/EBP-delta (6) adipojenik
farklilasmada fonksiyonel rollere sahiptir. C/EBP-B ve C/EBP-0 adipojenik
farklilasmanin uyarimiyla ilk aktive olan transkripsiyon faktorleridir (Wedel ve
Ziegler-Heitbrock,1995; Yeh ve dig.,1995). PPAR-y ise yapisal bilesenleri igerisinde
amino-terminal ucunda lokalize olan ligant bagimsiz aktivasyon fonksiyon 1
domaini, DNA baglanma domaini, kofaktér baglanma domaini ve karboksi-terminal
bolgesinde lokalize olan ligand bagimli aktivasyon fonksiyon 2 igeren ligand spesifik
domaini bulunduran niikleer reseptor siiper ailesinin bir {iyesi olmakla birlikte
adipogenezin en 6nemli regiilatorii olarak kabul edilmektedir (Kota ve dig.,2005;
Tontonoz ve dig., 1994).

Adipojenik farklilasmanin erken evrelerinde C/EBP-fp ve C/EBP-6
transkripsiyon faktorlerinin birikimi ve yiiksek oranda ekspresyonu goriiliir. Hiicre
dongiisiiniin  G1 fazindan S fazina gecisi sirasinda C/EBP-B transkripsiyon
faktoriiniin glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3B) ve mitojenle aktiflestirilmis protein
kinaz (MAPK) tarafindan fosforilasyonuyla aktivasyonu gerceklestirilir. Aktive
olmus C/EBP-B ve C/EBP-o faktorleri dogrudan farklilasmanin anahtar
diizenleyicilerinden C/EBP-o ve PPAR-y transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
indiikler. PPAR-y ve C/EBP-a bir pozitif geri bildirim mekanizmas1 baglatir
(Moreno-Navarrete ve Fernandez-Real, 2012: 24). Fonksiyonel aktivasyonu igin
retinoid X reseptoriiyle zorunlu heterodimer olusturan PPAR-y adiposit spesifik
genlerin  yam1 sira C/EBP-a  faktoriiniin  ekspresyonunun indiiklenmesini
saglamaktadir. C/EBP-a ise pozitif geri bildirim mekanizmasi araciligiyla PPAR-y
ekspresyonunun korunmasinda rol oynar (Tontonoz ve Spiegelman, 2008; Wu ve
dig.,1999). Cesitli in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda PPAR-y transkripsiyon faktoriiniin
adipojenik farklilasma i¢in gerekli ve yeterli olmasiyla birlikte adiposit farklilasma
belirteclerinin ekspresyonunu ve lipit birikimini arttirdigi gozlemlenmistir (Rosen ve
dig.,1999; Barak ve dig.,1999). C/EBP-a ise Oncii adipositlerin olgun adipositlere
farklilasmasinda sahip oldugu kritik roliiniin yaninda adiposit spesifik genlerin

ekspresyonunun trans-aktivasyonundan sorumludur. Ayrica kahverengi adipositlerde



adipojenik etkisinin yaninda termojenik ve oksidadif mitokondriyal kapasitelerin
kazaniminda da etki gostermektedir. Ancak yapilan in-vivo ¢alismalarda C/EBP-a
faktoriiniin  beyaz adipositlerin farklilasmasinda gerekli bir faktér oldugu
gozlemlenirken, kahverengi adipositlerde C/EBP-a faktoriiniin kritik roliinii C/EBP-3
veya C/EBP-o faktoriiniin karsilayabilecegini diislindiiren sonuglar elde edilmistir
(Linhart ve dig.,2001; Carmona ve dig.,2002). Kahverengi adipositlerde C/EBP-f ve
PR domaini igeren protein 16 (PRDM16) olarak bilinen ¢inko parmak proteini
farklilasmanin anahtar transkripsiyon faktorleri olarak bilinmektedir (Jimenez-
Preitner ve dig.,2011). Kahverengi oncii adipositlerin kahverengi adipositlere
farklilasma stireci doniistiiriicii bityiime faktorii-p (TGF-f) ailesi iiyelerinden kemik
morfojenik protein-7 (BMP7) tarafindan kontrol edilir. Farklilasmanin uyarilmasiyla
PRDMI16 ve C/EBPP transkripsiyonel kompleksi is birligi icinde PPAR-y ve
peroksizom proliferator-aktive reseptor-y koaktivator-la (PGC-la) ekspresyonunu
ve buna baglh olarak kahverengi adipositlerin farklilasmasini gerceklestirirler
(Kajimura ve dig.,2010). Adipositlerin farklilagma siirecinin sematik gdsterimi sekil

1.3 de verilmistir.
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1.2. Yeniden Programlama

Cok hiicreli bir organizmanin gelisimi zigot ad1 verilen tek bir hiicre ile baslar
(Gilbert, 2013: 5). Bir oositin spermatozoon tarafindan déllenmesiyle olusan zigot
bir totipotent kok hiicredir ve birkag hiicre boliinmesi gegirmesi sonucu blastomerleri
iceren morula yapisini olusturur. Gelisim ilerledik¢e totipotent hiicreler i¢ hiicre
kitlesini ve trofektoderm yapisini olusturur. Bu evreden sonra morulaya blastosist adi
verilir. Blastosistlerin trofektoderm yapisi embriyonik membranlar1 ve plasentayi
olustururken i¢ hiicre kitlesi fetusa dogru gelisir (Chagastelles ve Nardi, 2011).
Embriyo gelisiminde tiirlere bagli olarak erken embriyonik dénemde 16 hiicreli
evreden sonra embriyoyu olusturan blastomerler totipotent 6zelliklerini kademeli
olarak kaybederek yerini blastosistlerin i¢ hiicre kitlesine bulunan, {i¢ germ
tabakasindan ektoderm, mezoderm ve endodermi koken alan tiim hiicre tiplerini
olusturabilme potansiyeline sahip pluripotent kok hiicrelere birakir. Kok hiicrelerin
gelisim ilerledikge farklilasma potansiyelleri ve sayilar1 azalir. Buna bagli olarak
embriyonik kok hiicreler olarak da bilinen pluripotent kok hiicreler gelisimin
ilerlemesiyle yerini belirli bir hiicre soyuna farklilasabilme kapasitesine sahip
multipotent kok hiicrelere birakir (Manganelli, Fico ve Filosa, 2011: 3; Li ve
dig.,2017). Multipotent kok hiicreler ise belirli hiicre soyuna farklilasacak olan ata
hiicreleri olugturmaktadir (Singh ve dig., 2014: 19). Yetiskin bir organizmada belirli
bir spesifik fonksiyona Ozellesmis hiicre tipleri gen ekspresyon modellerini
tanimlayan ve giiclendiren transkripsiyon faktorleriyle iretilirken, epigenetik
modifikasyonlarla stabil hale getirilir (Jenuwein ve Allis, 2001; Bernstein ve
dig.,2007).

Bu sekilde gelisim sirasinda gerceklesen hiicresel farklilasma ve soy
belirlenmesi giiclii ve geri doniisiimsiiz siirecler olarak kabul edilmektedir
(Vierbuchen ve dig., 2010). Bununla birlikte embriyonik kok hiicrelerin kesfinin
dedifferansiasyon teknolojilerine olan ilgiyi arttirmasi sonucu yeniden programlama
olarak adlandirilan teknolojilerin gelistirilmesiyle glinlimiizde bir hiicre kaderinin

pluripotent 6zellige sahip bir kok hiicreye veya diger hiicre tiplerine
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farklilagtirilmasinin gergeklestirilmesi miimkiin olabilmektedir (Kanherkar ve dig.,

2014).

1.2.1. Geleneksel Yeniden Programlama Teknikleri ve Dezavantajlari

Somatik hiicreler, sekil 1.4’ de goriildiigii gibi somatik hiicre ¢ekirdek
aktarimi, hiicre flizyonu ve gen aktarimini igeren cesitli tekniklerin kullanimiyla

yeniden programlanabilmektedir (Sevim ve Gilirpmar, 2011; Yamanaka ve Blau,

2010).
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Somatik bir hiicrenin pluripotent 6zellikte bir kok hiicreye farklilagmasi ilk
kez 1962 yilinda yetiskin bir kurbagadan alinan farklilasmis hiicrelerin niikleusunu,
cekirdegi uzaklastirllmis bir kurbaga oositine transfer edilmesi sonucu
gerceklestirilmistir (Gurdon, 1962). Bu calisma dogal hiicresel farklilagma siirecinin
tersine ¢evrilebilir oldugunu kanitlamasi agisindan 6nemlidir (Prasad ve dig., 2015).
Somatik hiicre ¢ekirdek aktarimi (SCNT) olarak bilinen bu teknik, hiicre dongiisiiniin
metafaz-II evresinde bulunan bir oositin g¢ekirdek materyalinin uzaklastirilmasina
takiben, bir somatik hiicre ¢ekirdeginin eniikle edilmis bu yumurtaya aktarilmasina
dayanan bir yontemdir. Sonu¢ olarak somatik hiicre dondriiyle ayni icerige sahip
yeni bir bireyin olusumuna neden olur (Fulka ve Fulka, 2007: 93). SCNT ile yeniden
programlama teknolojisi, ciftlik hayvanlarinin genetik olarak ¢oklu kopyalarini
tiretmek i¢in, farmasdtik protein iiretimi veya ksenotransplantasyon caligmalarinda
transgenik hayvan iiretimi i¢in ayrica nesli tiilkenmekte olan tiirleri korumak ig¢in
kullanilabilir bir yontemdir. Ayrica gen fonksiyon, genomik imprinting, genomik
yeniden programlama, gelisim regiilasyonu, genetik hastaliklar ve gen terapi gibi
bircok konuda yapilan calismalar ig¢in temel bir ara¢ haline gelmistir (Tian ve
dig.,2003). Ancak SCNT teknigiyle yeniden programlama ¢alismalarinin artmasiyla
birlikte cesitli potansiyel sinirlamalar agiga ¢ikmistir. Bu sinirlamalart klon iligkili
anormallikler, teknigin uygulanmasiyla iligkili zorluklar ve 6zellikle insan alaninda
yapilan caligmalarda diisiik basarinin elde edilmesi kapsamaktadir. Ayrica insan
terapotik klonlama i¢in kaliteli oositin elde edilmesi ile iliskili olarak etik ve pratik
zorluklar bu alanda en biiyiik engel olarak kabul edilmektedir ve insanlarda teropotik
klonlama blastosistlerin imhasin1 gerektirdiginden bir¢ok iilkede etik kaygilarla
yasalagtirtlmis ve koruma altina alimmustir. Bununla birlikte insan terapdtik
caligmalarda kullanilabiliyor olsaydi bile transplante edilen hiicrelerin kismen
yeniden programlanmalar1 veya transkripsiyonel profillerinde degisikliklere sebep
olmalariyla ayn1 zamanda malign biiyiime veya olusabilecek diger komplikasyonlari
barindirabilme  potansiyellerine  sahip  olmalar1  arastirmacilarda  endise
uyandirmaktadir. Tiim bunlarla birlikte SCNT teknolojisi teknik 6zel ekipmanlar

gerektiren, manuel olarak gergeklestirilen ve diisilk verimlilige sahip olmasiyla
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basar1 orani oldukea diisiik olan zorlu bir ¢aligma prosediiriinii icermektedir (Sumer
ve dig.,2009).

Somatik hiicreler, hiicre fiizyonu ile yeniden programlama olarak bilinen ve
Sendia viriis, polietilen glikol, kimerik hemaglutininler ve elektriksel uyarim gibi
cesitli ajanlarin kullanimiyla farkli tiirden gelen hiicrelerin birlesmesine dayanan bir
yontemle de yeniden programlanabilmektedir. Hiicre flizyonu c¢aligmalarinda
hibritler veya heterokaryonlar olusabilmektedir. Olusan hibritler ¢ogalarak orijinal
hiicrenin ¢ekirdeginde kaynasabilirken, olusan heterokaryonlar ¢ogalmayarak birden
fazla farkli ¢ekirdek bulundurmaktadir (Yamanaka ve Blau, 2010). Hiicre fiizyonu
calismalar1 baglangicta bir genomun digeri iizerinde etkisinin incelenmesinde
kullanilmistir. Bu sekilde elde edilen hibritler ters etkili (trans-acting) represorlerin
ve timor baskilayici proteinlerin varligi kesfedilmesine aract olmustur (Davidson ve
dig.,1968; Harris ve dig.,1968). Bu c¢alismalardan yaklasik 10 yil sonra hiicre
flizyonu calismalar1 ile olusturulan heterokaryonlar ile ilk kez memeli somatik
hiicrelerinde hiicre farklilagmasinin  kararli ve geri doniisiimsiiz  olmadigini
ispatlanmistir. Bunun aksine belirli diizenleyicilerin dengesiyle gerceklestigi ve
sirekli diizenlenmesi gerektigi gozlemlenmistir (Blau ve dig.,1983; Blau ve
Baltimore, 1991). Molekiiler araglarin gelistirilmesiyle ivme kazanan hiicre fiizyonu
calismalarinda daha sonralar1 embriyonik kok hiicreler ve somatik hiicreler ile
fiizyon islemi gerceklestirilen deneylerde olusan hibritlerin veya heterokaryonlarin
pluripotent bir durumun farklilasmis bir durum {izerinde belirli kosullar altinda
baskin olabilecegi ve susturulmus genlerin tekrar aktivasyonunun gerceklesmesinde
etkili olabilecegi gosterilmistir (Tada ve dig.,2001; Pereira ve dig.,2008). Hiicre
flizyonu caligmalar1 gilinlimiizde cekirdek yeniden programlanmasi igin gereken
DNA metilasyonu gibi diizenleyici mekanizmalarin aydinlatilmasinda giiclii bir arag
olarak kullanilmasiyla birlikte flizyon sonucu olusan hiicrelerin yeterince iyi
cogalamamasindan oOtiirii terapotik alanda kullanimlart limitlidir (Kanherkar ve dig.,
2014; Yamanaka ve Blau, 2010).

Gelisim sirasinda hiicrenin kaderi spesifik gen ekspresyon programlarinin

aktivasyonunda veya inhibasyonunda molekiiler anahtar olarak hareket eden
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transkripsiyon faktorleriyle belirlenir. Bu baglamda oktamer baglayici transkripsiyon
faktorii-3/4 (OCT-3/4) ve SRY-box 2 (cinsiyet belirleyici bolge Y box 2; SOX2)
transkripsiyon faktorlerinin erken embriyonik donemde ve embriyonik hiicrelerde
pluripotensinin korunmasinda fonksiyon gosterdikleri bilinmektedir (Niwa ve
dig.,2000; Avilion ve dig.,2003). Bununla birlikte kruppel benzeri transkripsiyon
faktor 4 (KLF4) ve c-MYC faktorlerinin embriyonik kok hiicre galigmalarinda
hiicrelerin kendini yenileme kapasitesini arttirarak etki ettikleri rapor edilmistir (Li
ve dig.,2005; Cartwright ve dig.,2005). Bu veriler dogrultusunda 2006 yilinda bir
grup arastirmacit OCT3/4, SOX2, KLF4 ve c-MYC faktorlerinin viral vektorler
araciligiyla aktarilmasi sonucu fare somatik hiicrelerinin indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler (IPKH) olarak adlandirilan, embriyonik benzeri kok hiicrelere
farklilagsmasini saglamislardir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Bir yil sonra ise ayni
yontemle birinci nesil insan IPKH’ lerin kesfi gerceklestirilmistir (Takahashi ve
dig.,2007). IPKH’ lerin elde edilmesindeki amag, kisiye 6zgii pluripotent kok
hiicrelerin elde edilmesiyle ¢esitli hastaliklarin tedavisine veya hastaligin genetik alt
yapisint ve gelisimini izlemeye olanak saglamaktir (Sevim ve Giirpinar, 2012).
Ancak klinik agidan uygulamalarda kullanimlar1 giivenlik acisindan kisitlidir. IPKH
tiretimi genellikle daha verimli ve kolay uygulanabilir olmasi agisindan retroviral
veya lentiviral aracili gen aktarim teknikleriyle gergeklestirilmektedir. Fakat viral
transgenlerin hiicre genomuna entegrasyonu onlarin gilivenligi ile ilgili endiseleri
arttirmaktadir. Bu amagla genoma entegre olmayan sistemler gelistirilmistir. Ornek
olarak Adeno viriislerle, Sendia viriislerle, episomal plazmidlerle, rekombinant
proteinlerle, riboniikleik asit (RNA) transfeksiyonuyla, mikro RNA
transfeksiyonuyla, veya Piggy-Bac ile gen aktarim teknikleri genoma entegre
olmayan sistemler olarak bilinmektedir. Bu uygulamalar giivenlik endiselerini biraz
gidermis olsa da klinik agidan kullanimda giivenlik standartlarimi karsilamada hala
yetersiz kalmaktadirlar. Ayrica bu tekniklerin IPKH calismalarinda ¢ok diisiik
verime sahip olmalar1 diger bir dezavantajlaridir (Prasad ve dig.,2016; Rao ve Malik,
2012; Avcilar ve dig.,2018). Yeniden programlanmis pluripotent kok hiicrelerin

embriyonik kok hiicrelerle fonksiyonel esitlige sahip olmasina dair inandirici kanitlar
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bulunmasina ragmen, tiiretilen hiicrelerin epigenetik analizleri gen ekspresyon
profillerinde 6nemli farkliliklar1 gostermistir (Cahan ve Daley, 2013). Embriyonik
kok hiicrelerde ve insan IPKH hatlarnda DNA metilasyonunun tiim genom
profillerinin olusturulmasi sonucu somatik hiicre genlerinde yetersiz susturulmayla
iliskili, epigenetik hafiza ve yeni metilasyon modellerinin edinimiyle iliskili,
epigenetik mutasyon icermesi nedeniyle ¢ok sayida farklt metillenmis bdlge
tanimlanmustir (Lister ve dig.,2011). Epigenetik hafizanin korunuyor olmas: IPKH’
lerin kalict gen ekspresyon profillerinde donér gen ekspresyonunun gosterildigi
calismalarla dogrulanmistir (Marchetto ve dig.,2009). Bu sonuglarla baglantili olarak
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin klinik agidan kullanimi i¢in bu durumun
fonksiyonel bir anormallige sebep olup olmayacaginin ayrica pluripotensi durumun
indiiklenmesi sonras1 farklilagma sirasinda devam edip etmediginin ortaya
cikarilmas1 gerekmektedir. Ayrica IPKH’ lerin tiimér olusturabilme potansiyeline
sahip olmalar1 klinik acidan uygulamalarda engel olusturmaktadir (Prasad ve
dig.,2016). IPKH’ ler icin yapilan tek niikleotid polimorfizm calismalarinda
kromozomal kopya sayis1 varyasyonlarinda artis gozlemlenmistir. Insan IPKH’ ler
icin yeniden programlanma siireci tiimor baskilayici genlerin delesyonlariyla ve
onkogenlerin duplikasyonlariyla iligkilendirilmektedir (Laurent ve dig.,2011). Ayrica
belirlenmis faktorle somatik hiicrelerin IPKH’ lere yeniden programlanmasi, otolog
hiicreler i¢in yenilenebilir bir kaynak olarak rejeneratif tip alaninda biiylik umut
vadetmesine ragmen, yapilan gézlemler sonucunda immun-tolere etmesi beklenen
otolog hiicrelerde IPKH’ lerin immun yanit1 indiikleyebilecegi gdzlemlenmis ve bu
durum olas1 diger bir dezavantaj olarak rapor edilmistir (Zhao ve dig.,2011).

Somatik hiicrelerden yeniden programlama teknikleriyle elde edilen IPKH’
lerin farklilastirilmasiyla cesitli doku spesifik hiicre tipleri olusturabilmektedir.
Bununla birlikte somatik hiicrelerin trandiferansiasyon olarak bilinen bir siiregle
dogrudan farkli bir hiicre tipine farklilagabilmesi miimkiin olabilmektedir (Ma ve
dig.,2013). Ornegin adiposit farklilasmasinmn ana diizenleyicileri olarak kabul edilen
C/EBPa, PPARYy ve sterol diizenleyici element baglayici protein-1 (SREBP-1)

transkripsiyon faktorlerinin, retroviral gen aktarimi yoluyla, tavuk fibroblast
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hiicrelerinden adiposit benzeri hiicrelere farklilagmasini indiikleyen bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Sonuglar incelendiginde bu ii¢ adipojenik transkripsiyon
faktorlerinden her birinin adipojenik programi baglatmak icin yeterli oldugu
gosterilmigtir (Liu ve dig.,2010). Bu sekilde hiicre spesifik transkripsiyon
faktorlerinin yiiksek oranda ekspresyonunun saglanmasiyla bir hiicre tipinin
dogrudan  farkli  bir hiicre tipine dOniistiiriilmesinin  gergeklestirildigi
transdiferansiasyon siireciyle pluripotent ara evreye gecis gerceklesmeyecektir. Bu
durumun timor olusum riskini Onlemesine ragmen yine de eksojen genlerin
aktarimini igerdiginden ve genetik mutasyon veya gen insersiyonu gibi endiseleri

barindirdigindan klinik ac¢idan kullanimi risklidir (Qin ve dig.,2017).

1.2.2. Kiiciik Kimyasal Molekiiller ile Yeniden Programlama ve
Transdiferansiasyon

Kiiciik kimyasal molekiiller (KKM) sinyal yolaklarini, epigenetik
modifikasyonlar1 ya da metabolik prosesleri hedefleyerek hiicre gelisimini,
fonksiyonunu ve kaderini yeniden diizenleyebilme yetenegine sahip olan
molekiillerdir. Bu kiigiik molekiiller farklilasma siirecinde indiikleme verimini
arttirma, ekzojen genlerin yerini alma veya tek basina hiicre kaderini degistirebilme
yetenegine sahip olmasiyla yeniden programlama ve transdiferansiasyon
caligmalarinda son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Qin ve dig.,2017).
Yeniden programlama ve transdiferansiasyon ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan

KKM ¢esitleri tablo 1.1° de verilmistir.
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Tablo 1.1. Yeniden Programlama ve Transdiferansiasyon Calismalarinda Kullanmilan Kigiik
Molekiiller (Ma ve dig.,2017; Qin ve dig.,2017).

Isim Yap1 Fonksiyon

Histon deasetilaz
Valproik Asit (VPA) (HDAC)
inhibitorii
COnMNa

TGF-B tip-1 reseptor;
Aktivin reseptor
benzeri kinaz 5

(ALKY) reseptorii

RepSox

inhibit6rii

TGF-p reseptor
ALKS5/4/7 inhibitori

A-83-01

CHIR99021 GSK-3f inhibitorii

A\ Lizin spesifik histon

Tranilsipromin - .
NH-HCl demetilaz — 1 (LSD1)
Hidrokloriir

inhibitori

Adenil Siklaz

Aktivatorii

Forskolin
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Tablo 1.1. (Devam) Yeniden Programlama ve Transdiferansiasyon Caligmalarinda Kullanilan Kiigiik
Molekiiller (Ma ve dig.,2017; Qin ve dig.,2017).

Isim Yapi Fonksiyon
Ha Histon-3-lizin-27
. — = (H3K27) histon
3 —Deazaneplanocin HO Q \ S metiltransferaz
T
(DZNep) Enhancer of Zeste
z = Homolog 2 (EZH2)
oH oH o
inhibitdrii
NH Br
X H Histon-3-lizin-79
N \ 0 N
L A Y (H3K79) spesifik
SGC0946 o (\/NH :
0 [ metiltransferaz
" s (DOTIL) inhibitérii
0OH
NSO o]
I I
Y-27632 = x A Rho-iliskili kinaz
Dihidrokloriir 2 CH3 (ROCK) inhibitorii
~ 2HC1 H
NH2
Nfo Kemik morfojenik
I ‘N / protein (BMP)
LDN193189
_/ i / N reseptor ALK2,
=N ALK3 inhibitorii
Sentetik retinoik asit
TTNBP
reseptorii ligandi

Kiictik kimyasal molekiiller yeniden programlama caligmalarinda ilk olarak
verimi arttirmak ve somatik hiicrelerin genomunda transfekte edilmis genlerin yerini

kalic1 degisikliklere neden olmayan reaktiflerle degistirmek amaciyla kullanilmaya
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baslanmistir (Ma ve dig.,2007). Ornegin 2008 yilinda fareler iizerine yapilan bir
arastirmada histon deasetilaz (HDAC) ve DNA metil transferaz inhibitorlerinin
IPKH’ lerin verimini &nemli 6lgiide arttirdigi gdzlemlenmis, ayrica bir HDAC
inhibitori olarak bilinen valproik asit (VPA) kullaniminin verimi 100 kat arttirdig1 ve
Yamanaka faktorlerinden c-MYC onkogeninin yerini alabilecegi rapor edilmistir
(Huangfu ve dig., 2008a). Bununla birlikte aym1 yil yapilan insan fibroblast
hiicrelerinin yeniden programlama calismalarinda ilk kez VPA kimyasaliyla birlikte
sadece OCT4 ve SOX2 genlerini igeren iki transkripsiyon faktoriiniin kullaniminin
IPKH elde edilmesinde yeterli oldugu ve verimi yiiksek oranda arttirdigi rapor
edilmistir. Bu sonu¢ ayn1 zamanda kiiciik kimyasal molekiillerin farklilagmis insan
hiicrelerinin yeniden programlanmasi i¢in transkripsiyon faktorlerinin yerini
alabilecegini gostermesi bakimindan énemlidir (Huangfu ve dig.,2008b). Farkli bir
calismada TGF-B reseptorlerinin ve  MAPK/ERK kinaz inhibitorlerinin  dort
Yamanaka faktoriinii kodlayan genleri tasiyan retroviriislerin uygulandigi primer
insan fibroblastlar1 iizerine etkisi test edilmis ve sonug olarak yeniden programlama
veriminin kii¢iik kimyasal molekiillerin kullanimiyla 200 kat arttirilabilecegi rapor
edilmistir (Lin ve dig.,2009). Bu caligmalar1 takiben fare embriyonik fibroblast
hiicreleriyle yapilan farkli bir ¢alismada ise yiiksek igerikli bir kimyasal tarama
uygulamasi gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada sonug olarak bir TGF-f sinyal yolagi
inhibitérii olan RepSox kimyasalinin  kullaniminin  yeniden programlama
calismalarinda SOX2 transkripsiyon faktoriiniin yerini alabilecegi ve NANOG
trankripsiyon faktoriiniin  indiiklenmesi  yoluyla yeniden programlanmanin
tamamlanmasini  destekledigi gdzlemlenmistir (Ichida ve dig.,2009). IPKH
caligmalarinda kiigiik kimyasal molekiillerin bir epigenetik regiilatér olarak
davranmasiyla Onemli roller oynadigini gosteren c¢esitli caligmalardan sonra
arastirmacilar, belirli kimyasal kombinasyonlarla, sadece OCT3/4 transkripsiyon
faktorliniin -~ kullanimi  sonucu yeniden programlanmanin gerceklestirilmesine
odaklanmislardir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarin birinde RepSox ve VPA ile
birlikte bir GSK-3p inhibitorii olan CHIR99021 ve bir histon demetilasyon inhibitorii

olan tranilsipromin kiigiik kimyasal molekiillerinin kullaniminin, IPKH’ lere yeniden
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programlama c¢alismalarinda gerekli SOX2, KLF4, c¢-MYC transkripsiyon
faktorlerinin yerini alabileceklerini ve sadece OCT3/4 transkripsiyon faktoriinii
iceren bir kombinasyonla yetigskin fare fibroblastlarinin yeniden programlamasi
calismalarinda yeterli olduklarini gdstermislerdir (Li ve dig.,2011). Insan somatik
hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda ise CHIR99021 ve tranilsipromin kimyasallariyla
birlikte HDAC inhibitdrii; sodyum bitiirat, piruvat dehidrogenaz kinaz 1 aktivator,
PS48 ve TGF-B reseptorii Aktivin Reseptor Benzeri Kinaz-4/5/7 (ALKA4/5/7)
inhibitorii; A-83-01 kimyasal molekiill kombinasyonunun, OCT3/4 transkripsiyon
faktoriiyle birlikte kullanimi sonucu insan IPKH’ lerin olustugu gdzlemlenmistir
(Zhu ve dig.,2010). 2013 yilinda ise VPA, CHIR99021, RepSox, tranilsipromin
kimyasallartyla birlikte bir histon metil transferaz inhibit6rii olan DZNep, bir siklik
adenozin monofosfat (CAMP) agonisti olan forskolin ve bir sentetik retinoik asit
reseptorii ligand1 olan TTNPB olmak iizere 7 kiiclik kimyasal molekiilii igeren bir
kombinasyonun tek basina kullanimiyla fare somatik hiicrelerinden pluripotent kok
hiicrelerin indiiklenmesi gerceklestirilmistir (Hou ve dig.,2013).

Bir hiicre tipinin diger bir hiicre tipine farklilagmasi olarak bilinen ve ilk
olarak soy spesifik transkripsiyon faktorlerinin ektopik ekspresyonuyla
gerceklestirilen transdiferansiasyon stireci, ilerleyen c¢alismalarla pluripotensi
ozellikle transkripsiyon faktorleriyle birlikte kiigiik kimyasal molekiillerin
kullanimiyla gerceklestirilmeye baslanmistir. Bununla birlikte yakin zamanda
gelistirilen yeni bir stratejiyle pluripotensi transkripsiyon faktorlerinin yiiksek
ekspresyonu veya ektopik gen ekspresyonu gerekmeden sadece kiigiik kimyasal
molekiillerin ¢esitli kombinasyonlarinin kullanimiyla bir hiicre tipinin diger bir hiicre
tipine farklilasmasi miimkiin olabilmektedir (Qin ve dig.,2017). Ornegin 2012
yilinda yapilan bir ¢aligmada adipogenez olusumunu inhibe eden sinyal yolaklarim
hedef alan TGF-p reseptor ALKS5/4/7 inhibitorii; SB431542 ve ROCK inhibitdrii;
Thiazovivin kiigiik kimyasal molekiillerinin tek basina kullanimi ile domuz fibroblast
hiicrelerinin dogrudan adipositlere farklilagabilecegi goézlemlenmistir (Zhu ve
dig.,2012). 2014 yilinda yapilan farkli bir ¢alismada yeniden programlama verimini
arttirdig1r bilinen RepSox, CHIR99021 ve VPA kimyasal kombinasyonunun fare
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embriyonik fibroblast hiicrelerine veya insan {iriner hiicrelerine uygulanmasiyla oncii
noron hiicrelerinin elde edilebilecegi gosterilmistir (Cheng ve dig.,2014). 2017
yilinda yapilan bir ¢alismada SB431542 ve forskolin kimyasallar1 ile birlikte BMP
reseptoriit ALK2/3 inhibitorii; LDN193189, AMP—aktive edici protein kinaz (AMPK)
inhibitorii; dorsomorphin, ve PPAR-y agonisti; rosiglitazon kullanimiyla insan
fibroblast  hiicrelerinin ~ dogrudan  kahverengi  adipositlere  farklilagmasi
gerceklestirilmistir (Takeda ve dig.,2017).

Fonksiyonel olarak istenen hiicre tipinin olusturulmasinda, geleneksel
yontemlere kiyasla, kiicilk kimyasal molekiillerin kullanimi; hiicre gegirgen
olabilmesi, immiinojen olmamasi, daha uygun maliyete sahip olmasi, kolay
sentezlenebilmesi, korunabilmesi ve ayarlanabilmesiyle birgok agidan biiyiik
avantajlar saglayabilmektedir (Hou ve dig.,2013). Bu dogrultuda istenilen fonksiyona
sahip bir hiicrenin iiretilmesinde, kii¢iik kimyasal molekiiller araciligiyla dogrudan
yeniden programlama tekniklerinin kullanimi hizli ve giivenli transplantasyon

tedavileri igin (sekil 1.5) umut vadetmektedir (Takeda ve dig.,2018).

Hasta
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Yeniden Programlama
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- Gen indiiksivonuna bagh olarak tiimbro genes - Tumér olusumu icin diisiik risk
riski - Kigive ézel tedavi igin olas: bir vaklagim
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Sekil 1.5. Transplantasyon Tedavileri igin Insan Dermal Fibroblast Hiicrelerinden Kimyasal Bilesik-
Odakli Yeniden Programlama Teknigi (Takeda ve dig.,2018).
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2. AMAC

Embriyonik gelisim siirecinde Oncili hiicreler, hiicre morfolojisini ve gen
anlatimini biiyiik 6l¢tide degistiren karmasik prosesler sonucu spesifik bir fonksiyona
Ozellesmis hiicrelere farklilasabilmektedir. Bununla birlikte terminal olarak
farklilasmis bu hiicreler giiniimiizde, gelistirilmis olan cesitli yeniden programlama
tekniklerinin kullanimiyla pluripotent bir duruma veya farkli tiirde bir hiicre tipine
doniistiiriilebilmektedir. Bu dogrultuda gerceklestirilen IPKH’ lerin kesfi istenilen
fonksiyona sahip bir hiicre olusturabilmek i¢in biliylik bir kaynak saglamaktadir.
Ancak tretimi genellikle ekzojen gen indiiklenmesi gerektiren, insersiyonel
mutagenez ve tiimor olusturabilme potansiyeline sahip olan IPKH’ lerin klinik
acidan  kullanimi risk tasimaktadir. Son yillarda hiicresel farklilastirma
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaya baslanan KKM’ ler ektopik gen
ekspresyonu gerekmeden, epigenetik modifikasyonlari, sinyal yolaklarmi ve
metabolik siirecleri etkileyerek hiicre kaderini degistirebilme potansiyeline sahip
olmastyla klinik agidan yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde biiylik umut
vadetmektedir.

Bu tez c¢aligmasinda insan fibroblast hiicrelerinin dogrudan adiposit
hiicrelerine  farklilasmasinin ~ indiiklenmesinde  etkili  olabilecek =~ KKM
kombinasyonlariin belirlenmesi amaglanmaistir.

Biiytik bir kismini adipositlerin olusturdugu bilinen yag dokusu, fazla
enerjinin depolandig: birincil bolge olmakla birlikte, viicudu ve organlar1 mekanik
dis etkilere kars1 koruyan, estetik olarak yliz ve viicut ylizeylerinin sekillenmesine
yardimc1 olan yapilardir. Ayrica yag yikimiyla enerjinin 1s1 olarak {iretimine
Ozellesmis bazi tiirleri termoregiilasyonda goérev alir. Bu o6zelliklere sahip olan
adiposit hiicrelerinin kisiye 0Ozgii fibroblast hiicrelerinden kii¢lik kimyasal
molekiillerle  dogrudan  farklilasabilmesinin ~ gergeklestirildigi  ¢alismalarin
gelistirilmesiyle, 6zellikle estetik cerrahi alaninda biiyiik gelismeler saglanmasi umut

edilmektedir. Ornegin; yaslanmaya bagli azalan yag dokusu yerine enjekte edilerek

22



cilt genclestirmede, kapanmasi1 zor olan yaralarin tedavisi amaciyla veya silikon
meme protezlerine alternatif yeni bir tedavi sekli olarak kullanilabilmesi
beklenmektedir. Ayrica bu alanda yapilan ¢alismalarin gelistirilmesiyle, yag yikimi
sonucu 1s1 yoluyla enerji liretimini gerceklestiren adiposit tiirlerinin gelistirilmesinin,
obezite, diyabet ve iligkili metabolik hastaliklarin yonetiminde terapotik bir
potansiyele sahip olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica fibroblast hiicrelerinden
adiposit farklilagmasini saglamak amaciyla hizli, kolay ve tekrarlanabilir bir teknik
olarak kiiciik kimyasal molekiillerin kullaniminin, gelisim biyolojisi alaninda

adipogenez anlayisinin daha da gelistirilmesine aracilik etmesi beklenmektedir.
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3. MATERYAL

3.1. Biyolojik Ornekler

Bu tez calismasinda kullanilan H1 insan embriyonik kok hiicrelerinden

farklilastirilmis fibroblast (dH1f) hiicreleri, Kog¢ Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kok

Hiicre Laboratuvari, Dog. Dr. Tamer Onder tarafindan temin edilmistir.

3.2. Kimyasallar ve Soliisyonlar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal ve soliisyonlar, temin edildikleri

firmalarin isimleri ve kullanim alanlariyla birlikte tablo 3.1° de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal ve Soliisyonlar.
Kimyasallar ve Soliisyonlar

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12)

Penisilin/Streptomisin

Esensiyel Olmayan Amino Asit (NEAA)

24

Firma
(Katalog Numaras)

Thermo Fisher Scientific
(31885023)

Thermo Fisher Scientific
(31330038)

Thermo Fisher Scientific
(15140122)

Thermo Fisher Scientific
(11140035)

Kullanim Alam

Hiicre Kiltiirii

Hiicre Kiltiiri

Hiicre Kiltiirii

Hiicre Kiltiirii



Tablo 3.1. (Devam) Kullanilan Kimyasal ve Soliisyonlar.

Kimyasallar ve Soliisyonlar

L-Glutamin
2- Merkaptoetanol

Fetal Sigir Serumu (FBS)

KnockOut Serum Replacement

(KSOR)

Bazal Fibroblast Biiyiime Faktorii

(bFGF)
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Tripsin/EDTA

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

Jelatin

Y-27632 dihidroklorir

RepSox

CHIR-99021

SGC-0946

Forskolin

Tranilsipromin hidrokloriir

DZNep

Formalin

Oil Red O

2-Propanol > 99,5%

Ethanol > 99,8%

Firma
(Katalog Numarasi)

Thermo Fisher Scientific
(25030081)

Sigma-Aldrich
(M6250)

Thermo Fisher Scientific
(10270106)

Thermo Fisher Scientific
(10828028)

Thermo Fisher Scientific
(PHGO0021L)

Sigma-Aldrich
(D2650-100ML)

Thermo Fisher Scientific
(25300054)

Thermo Fisher Scientific
(14190094)

Sigma-Aldrich
(G1890)

Tocris Bioscience
(1254)

Tocris Bioscience
(3742)

Tocris Bioscience
(4423)

Tocris Bioscience
(4541)

Tocris Bioscience
(1099)

Tocris Bioscience
(3852)

Tocris Bioscience
(4703)

Sigma-Aldrich
(HT501128)

Sigma-Aldrich
(00625-100G)

Sigma-Aldrich
(24137)

Sigma-Aldrich
(51976)
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Kullanim Alani

Hiicre Kiiltiirti
Hiicre Kiiltiirti
Hiicre Kiiltiirti
Hiicre Kiiltiirii
Hiicre Kiiltiirii
Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Kultiirii

Hiicre Kiiltiiri
Hiicre Kiiltiiri
Hiicre Kiiltiiri
Hiicre Kiiltiiri
Hiicre Kiiltiirii
Hiicre Kiiltiiri
Hiicre Kiiltiirti
Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Kiltiiri

Karakterizasyon
Karakterizasyon
Karakterizasyon

RNA izolasyonu



Tablo 3.1. (Devam) Kullanilan Kimyasal ve Soliisyonlar.

Kimyasallar ve Soliisyonlar
2- Merkaptoetanol

Saf Etanol

3.3. Cihazlar

Firma
(Katalog Numarasi) Kullanim Alan
Merck .
(8057400250) RNA Izolasyonu
ALKOMED Genel
(64175)

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar ve temin edildikleri firmalar tablo 3.2’

de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan Cihazlar.

Cihazlar

Tek kanalli otomatik pipet seti
Elektrikli Pipet pompasi
Multi Kanalli Otomatik Pipet
Laminar Flow Kabin

Su Banyosu

Karbondioksit Inkiibatorii
Sivi Nitrojen Tank1

Hassas terazi

Distile Su Cihazi

Mikrosantrifiij

Marka ve Modelleri

Thermo Fisher Scientific Finnpipette F2 Variable VVolume
Single-Channel Pipettes

Thermo Fisher Scientific S1 Pipet Filler

Thermo Fisher Scientific 703700 BRAND Transferpette® S-
8 Multichannel Pipette, 8 Channels, VVolume 20 to 200uL

Faster SafeFAST Classic, Class-II

Memmert Waterbath, WNB 14

Memmert, INCO2

Thermo Fisher Scientific

Biltek Precisa, XB220A

Thermo Fisher Scientific, Barnstead Smart2Pure

Eppendorf, MiniSpin Plus Microcentrifuge
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Tablo 3.2. (Devam) Kullanilan Cihazlar.

Cihazlar Marka ve Modelleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cihaz1 Bio-Rad, T100 PCR Thermal Cycler

Bio-Rad, CFX Connect Real-Time PCR
Detection System

Thermo Scientific, Multiskan GO Microplate

Gergek Zamanli-PZR (GZ-PZR) Cihazi

Spektrofotometre Cihazi

Spectrophotometer
Buz Cihaz1 Scotsman, AF80 Ice Flaker
Vorteks Heidolph, Reax Top Vortexer
Otoklav BES

i (i Sigma-Aldrich Hettich Universal 320/320R

Centrifuge
Edmund Biihler, Universal Shaker SM 30 C
Calkalayici
control
Inverted Mikroskop Zeiss, Axio Vert.Al Inverted Microscope
Isik Mikroskobu Olimpus CK40
Aspirasyon Cihazi Scilogex SafeVVac Vacuum Aspirator
Etiv NUVE, FN 500
-80 Buzdolab1 Haier Biomedical
3.4. Kitler

Bu tez calismasinda kullanilan kitler, temin edildikleri firmalar ve kullanim

alanlar1 tablo 3.3” de verilmistir.
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Tablo 3.3. Kullanilan Kitler.

Kitler Firma
(Katalog Numarasr)
NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel

(740955.50)

New England Biolabs

ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit (E6300S)

Bioline

3 ™ = i
SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (B10-98005)

3.5. Sarf Malzemeler

Kullanim Alani

RNA izolasyonu

Komplementer DNA
(cDNA) Sentezi

GZ-PZR Reaksiyonu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler, temin edildikleri firmalar ve

kullanim alanlari1 tablo 3.4’ de belirtilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan Sarf Malzemeler.

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
S Eiltrali Di TF-300-R-S
Steril Filtreli Pipet
P Corning, Axygen TF-20-R-S
ucu TF-200-R-S
TF-1000-R-S
CLS4487
L . CLS4488
Serolojik Pipet Corning, Axygen CLS4489
CLS4490
. . T-200-Y
Pipet Ucu Corning, Axygen T-1000-B
. . PCR-02-L-C
Eppendorf Tiip Corning, Axygen MCT-150-C
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Kullanim Alam

Hiicre Kiiltiiri ve
RNA izolasyonu

Hiicre Kiiltiirii ve
Karakterizasyon

Karakterizasyon,
cDNA Sentezi ve
PZR Reaksiyonlar1

Hiicre Kiltiird,
cDNA Sentezi ve
PZR Reaksiyonlar1



Tablo 3.4. (Devam) Kullanilan Sarf Malzemeler.

Sarf Malzemeler

Falkon Tiip

Petri Tabaklar1

Cok-Kuyucuklu Kiiltiir

Plaklar1

Cam Pastor Pipet

Kriyovial Tiip

GZ-PZR Plak

PCR Plak Yapistirma
Filmi

Steril Plastik Vakum
Filtrasyon Sistemi

Steril Pipetleme
Rezervuari

Thoma Lami

PZR Tiipleri i¢in
Dondurucu Kutu

Steril Siringa Filtresi

Siringa

Meziir

Parafilm

Firma

Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Marienfeld

Greiner Bio-one

Corning, Axygen

Corning, Axygen

Sigma-Aldrich

Isolab

Marienfeld

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Becton Dickinson

Isolab

Bemis
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Katalog Numarasi

1443222
0552790

CLS430293

CLS3516
CLS3595

3233049

091.11.102

PCR-96-LP-FLT-W

UC-500

CLS431154

006.13.110

0640030

2606634

CLS431222

302832

S.015.01

52858-000

Kullanim Alani

Hiicre Kiiltiirii ve
Karakterizasyon

Hiicre Kiltiirii

Hiicre Kiltiirti

Hiicre Kiltiirii

Hiicre Kiltiirti

GZ-PZR
Reaksiyonlari

GZ-PZR
Reaksiyonlart

Hiicre Kiltiri

Hiicre Kiiltiirii ve
Karakterizasyon

Hiicre Kiltiri

GZ-PZR
Reaksiyonlari

Hiicre Kiiltiirii ve
Karakterizasyon

Hiicre Kiiltiirii ve
Karakterizasyon

Genel

Genel



3.6. GZ-PZR Primerleri

Bu calismada kullanilan primerler Primer BLAST, Primer3 ve Integrated

DNA Technologies programlar1 kullanilarak tasarlanmistir. Oligoniikleotitlerin

sentezi

Sentromer DNA Teknolojileri Sirketi tarafindan gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan genler ve primer dizileri tablo 3.5’ de gosterilmektedir.

Tablo 3.5. GZ-PZR’ de Kullanilan Primerler.

Gen Isimleri

PPAR-y

ADIPOQ

FABP4

C/EBPa

B-Aktin

ileri Primer
Geri Primer
ileri Primer
Geri Primer
ileri Primer
Geri Primer
ileri Primer
Geri Primer
ileri Primer

Geri Primer

Primer Dizileri (5’-3°)
AATCAAAGTGGAGCCTGCAT
ACCCTTGCATCCTTCACAAG
CCTAAGGGAGACATCGGTGA
GTAAAGCGAATGGGCATGTT
CATACTGGGCCAGGAATTTG
GTGGAAGTGACGCCTTTCAT
CAAGGCCAAGAAGTCGGTG
GGTCATTGTCACTGGTCAGC
TGAAGTGTGACGTGGACATC

GGAGGAGCAATGATCTTGAT
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NM_001330615

NM_001177800

NM_001442
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NM_001101



4. YONTEM

4.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu tez ¢alismasinda kullanilan dH1f hiicreleri temin edildikten sonra, calisma
baslatilana kadar -196 °C siv1 nitrojen tankinda dondurulmus olarak muhafaza edildi.
Calisma siiresince kullanilan biitiin kiiltiir besiyerleri steril plastik vakum
filtrasyon sistemiyle 0,22 um’ lik filtrelerden gegirilerek hazirlandi. Hazirlanan her
besiyeri en fazla 1 ay kullanilmasi kosuluyla 4 °C* de muhafaza edildi ve her hiicre

kiiltiirli calismalarindan 6nce su banyosunda 37 °C’ ye 1sitild1.

4.1.1. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi ve Biiyiitiilmesi

dH1f hiicrelerin biiyiitiilmesi igin tablo 4.1” de belirtilen igerikte ve belirtilen

oranlarla hazirlanan hiicre kiiltiirii biiylitme besiyeri kullanildi.

Tablo 4.1. dH1f Hiicre Hatt1 Biiyiitme Besiyerinin igerigi.

dHIF Hiicre Hatt1 Biiyiitme Medyumu Oran (%)
FBS 10
Penisilin/streptomisin 1

DMEM 89
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Stvi nitrojen tankindan alinan dHI1f hiicrelerinin 37 °C’ ye ayarli su
banyosunda kisa bir siire bekletilmesiyle ¢ozme islemi gergeklestirildi. Coziinen
hiicreler dikkatlice 4 ml dHI1f biiyiitme besiyerini i¢eren bir falkon tiip igerisine
aktarildi. 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
ortamdan aspire edildi. Hiicre peleti 4 ml biiyiitme besiyerinde sulandirild.
Sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Thoma lamina aktarildi ve 151k
mikroskobunda hiicrelerin sayimi gergeklestirildi. Sayim sonras1 100 mm’ lik petri
tabaklarma, 12 ml biiyiitme besiyeriyle birlikte 5x10° hiicre/petri yogunlugunda ekim
islemi gergeklestirildi. Ekimi yapilan hiicreler 37 °C’ de %5 CO2 igeren bir
atmosferde inkiibasyona birakildi ve %80-90 yogunluk durumuna gelene kadar 3-4
giinde bir kiiltiir besiyeri degistirilerek biyiitildi.

4.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

100 mm’ lik petri kabinda ekili hiicreler %80-90 yogunluga ulastiginda
tripsinize edildi ve pasajlandi. Bu islem icin oncelikle hiicrelerin ylizeyinden kiiltiir
besiyeri aspire edildi. Aspirasyon sonrasi hiicrelerin yiizeyi 4 ml PBS ile yikandi.
PBS ortamdan aspire edildikten sonra 2 ml, % 0,05 tripsin/EDTA enzimi eklendi ve
37 °C’ de %5 CO; igeren bir atmosferde 5 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrast hiicreler inverted mikroskop altinda incelendi ve kalktiklarindan emin
olduktan sonra 2 ml kiiltiir besiyeri eklenerek tripsin/EDTA enziminin inaktivasyonu
gerceklestirildi. Kiiltiir kabindan yikamayla toplanan hiicreler bir falkon tiip igerisine
aktarildiktan sonra 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
slipernatant ortamdan aspire edildi. Hiicre peleti 4 ml kiiltiir besiyeriyle sulandirildi.
Sulandirilmis hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Thoma lamina aktarildi ve
sayimi gergeklestirildi. Devam edilecek olan ¢alismalar i¢in gerekli sayida hiicrelerin
ekimi yapildiktan sonra ihtiya¢ fazlasi hiicreler daha sonra yapilacak ¢aligmalarda
tekrar kullanilmak tizere donduruldu. Dondurma islemi i¢in gerekli, dH1f hiicre hatt1

dondurma besiyeri tablo 4.2” de belirtilen icerikte ve belirtilen oranlarla hazirlandi.
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Tablo 4.2. dH1f Hiicre Hatti Dondurma Besiyerinin Igerigi.

dH1F Hiicre Hatti Dondurma Besiyeri Oran (%)
FBS 40
DMSO 10
dH1F Hiicre Hatt1 Biiyiitme Besiyeri 50

Dondurma i¢in kullanilacak hiicreler 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 siipernatant ortamdan aspire edildi. Hiicre peleti 1x108 hiicre/ml
yogunlukta olacak sekilde dondurma besiyeriyle sulandirildi. Dondurma besiyeri
icerisinde siispansiyon haline gelen hiicreler 1 ml olacak sekilde kriyovial tiiplere
dagitildi. Hiicreler -80 °C sogutucuda gece boyu bekletildikten sonra -196 °C sivi

nitrojen tankina kaldirildi.

4.1.3. Hiicrelerin Farkhlastirilmasi

dH1f hiicrelerinin kii¢iik kimyasal molekiiller (KKM) araciligiyla adipositlere
farklilagmasinin indiiklenmesi amaciyla uygulanan tiim caligmalar, sekil 4.1° de

belirtilen ¢aligma planina gore gergeklestirildi.

dH1f Adiposit
Farkhlasmanm Erken Farkhlasmanm Orta Farkhlasmanm Gec
v Evresi Evresi Evresi
Y - = - = rd
) Cd ) -
1. Asama Kimyasal 2. Asama Kimyasal

2 0 Kombinasyonlar 6 Kombinasyonlar 18 (Gin)

> £ >

dHI1f Biiyiitme dH1f Farkhlastirma
Besiyeri Besiyeri

Sekil 4.1. dHIf Hiicrelerinin Kimyasal Molekiiller Araciligiyla Direkt Adipositlere
Farklilastirilmasinda Uygulanan Calisma Plani.
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100-mm’ lik petri tabaklarinda biiyiitiilen ve %80-90 yogunluga ulastiginda,
tripsinize edilerek pasajlanan dH1f hiicrelerinin farklilastirma ¢alismasinda
kullanilmak {izere sayimi yapildi. Sayimi yapilan hiicrelerin, 6-kuyucuklu kiiltiir
plaklarma, 2 ml dHIf biiyiitme besiyeri ile 1x10* hiicre/kuyucuk yogunlugunda
ekimi gergeklestirildi. Ekimi gergeklestirilen hiicreler 2 giin boyunca 37 °C’ de %5
CO: igeren bir atmosferde inkiibasyona birakildi. 2 giin siiresince dHIf biiylitme
besiyerinde biiyiitiilen hiicreler i¢in, sonraki 18 giin boyunca tablo 4.3’ de belirtilen

icerik ve oranlarda hazirlanan farklilastirma besiyeri-1 kullanildi.

Tablo 4.3. Farklilastirma Besiyeri-1" in Icerigi.

Farklhilastirma Besiyeri-1 Oranlar
DMEM %86,9
FBS %10
L-Glutamin %1
Penisilin/streptomisin %1

2- Merkaptoetanol %0,1
NEAA %1

Sekil 4.1° de belirtilen ¢aligma planina gore hiicrelerin farklilagtirilmasini
indiiklemek i¢in, ekim sonrasi iki gilin inkiibasyon siiresinde plak yiizeyine tam
olarak tutunmalar1 saglandiktan sonra, tablo 4.4’ de belirtilen konsantrasyonlarda
kullanilan KKM’ ler, tablo 4.5 de belirtilen kombinasyonlarla 18 giin boyunca, her
3-4 giinde bir degistirilen farklilastirma besiyeri-1 ile birlikte hiicrelere uygulandi.

Yapilan her calisma i¢in kontrol grubu olarak, DMSO kontrol kuyucugu
bulunduruldu. DMSO kontrol kuyucugunda bulunan hiicrelere 3-4 giinde bir degisen
besiyeriyle birlikte 2 ul DMSO uygulandi.
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Tablo 4.4. Kiigiik Kimyasal Molekiiller ve Hiicrelere Uygulanan Konsantrasyonlart.

Kii¢iik Kimyasal Molekiiller Konsantrasyonu (uM) Coziicii Kaynaklar
Y-27632 dihidrokloriir (Y) 10 H>0 Cao ve dig.,2016
On Caligmalar
RepSox (R) 3 DMSO Sonucunda Belirlenen
Konsantrasyonlar
CHIR-99021 (C) 1 DMSO Takeda ve dig.,2017
On Caligmalar
SGC-0946 (S) 01 DMSO Sonucunda Belirlenen
Konsantrasyonlar
Forskolin (F) 10 DMSO Hu ve dig.,2015
Tranilsipromin hidrokloriir (T) | 5 H.0 Hou ve dig.,2013
DZNep (D) 0,05 DMSO Hou ve dig.,2013

Tablo 4.5. Farklilagtirma Caligmasinda Kullanilan Kimyasal Kombinasyonlar ve Uygulama Plani.

Kombinasyonlar 0-6 Giin Aras1 Uygulama 6-18 giin Arasi1 Uygulama
1 DMSO kontrol DMSO kontrol
2 R+C R+C+D

3 R+C R+S

4 R+C R+D+S

5 R+C R+D

6 R+C+T+F R+T+F

7 R+C+T+F R+D

8 R+Y R+Y

9 R+Y R+Y+D+S

10 R R+D

11 R+D R+D
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dHIf hiicrelerinin KKM’ ler araciligiyla adipositlere farklilasmasinin
indiiklenmesi i¢in uygulanan bu ¢alisma, besin degerleri daha yiiksek olan bir kiiltiir
ortaminin hiicresel farklilastirma {izerine etkisini gozlemlemek amaciyla, 6-
kuyucuklu kiiltiir plaklarinda, farklilagtirma besiyeri olarak, tablo 4.6’ da belirtilen
icerik ve oranlarda hazirlanan farklilagtirma besiyeri-2’ nin kullanimi ile ayni

calisma protokoliine gore tekrar gergeklestirildi.

Tablo 4.6. Farklilastirma Besiyeri-2” nin Igerigi.

Farkhilastirma Besiyeri-2 Oranlar
DMEM/F12 %81,9
KOSR %15
L-Glutamin %1
Penisilin/streptomisin %1

2- Merkaptoetanol %0,1
NEAA %1
bFGF 20 ng/ml

dHIf hiicrelerinin KKM’ ler araciligiyla adipositlere farklilagmasinin
indiiklenmesi i¢in uygulanan calisma protokolii, jelatin araciligiyla hiicrelerin
ylizeyine daha iyl tutunmalarinin farklilagtirma iizerine etkisini incelemek iizere,
jelatin kapli 6 ve 96-kuyucuklu kiiltiir plaklarinin kullanimiyla tekrar gergeklestirildi.
Bu ¢alisma i¢in 6ncelikle %0,1” lik jelatin soliisyonu hazirlandi. Jelatin soliisyonunu
hazirlamak i¢in stok jelatin igerisinden 1 gram alinarak 1000 ml distile su igerisinde
siispansiyon hale getirildi. Hazirlanan jelatin soliisyonu otoklavda sterilize edildi.
%1’ lik jelatin soliisyonu steril plastik vakum filtrasyon sistemiyle 0,22 pm’ lik
filtrelerden gegirildikten sonra 6-kuyucuklu kiiltiir plaklariin her kuyucuguna 1-2 ml
96-kuyucuklu kiiltiir plaklarmin her kuyucuguna 100 pl gelecek sekilde eklendi.
Jelatin igeren plaklar 20 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildiktan sonra
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jelatin ortamdan aspire edildi ve plaklarin yiizeyi kurumadan tablo 4.7’ de belirtilen
oranlarda kiltiir plaklarina hiicrelerin ekimi gergeklestirildi. Ekimi yapilan hiicreler,
2 glin boyunca dHIf biiylitme besiyerinde inkiibasyona birakildiktan sonra,

calismanin devami i¢in farklilagtirma besiyeri-2 kullanildu.

Tablo 4.7. Jelatin Kapl: Kiiltiir Plaklarina Hiicre Ekim Oranlari.

Ekim Orani Kullanilan Besiyeri Miktari

Cok-Kuyucuklu Kiltiir Plaklar (Hiicre/kuyucuk) (Her Kuyucuk I¢in)

Jelatin kaph 6-kuyucuklu Plak 1x10% 2ml

Jelatin Kaph 96-kuyucuklu Plak 1x10° 100 pul

dHIf hiicrelerinin KKM’ ler araciligiyla adipositlere farklilagmasinin

indiiklenmesi i¢in uygulanan ¢aligmalar 2 kez biyolojik olarak tekrar edildi.

4.2. Hiicresel Lipit Damlaciklarinin Niteliksel Karakterizasyon Analizi

dHIf hiicrelerinin KKM’ ler araciligiyla adipositlere farklilagmasinin
indiiklenmesi amactyla uygulanan caligmalar sonucunda olusan lipit damlaciklarinin
birikiminin niteliksel karakterizasyonu igin, ¢alismanin 18. giiniinde 6-kuyucuklu
kiiltiir plaklarinda ekili olan hiicrelere, lipit damlaciklarinin histolojik olarak
goriintiilenmesinde kullanilan Oil Red O boyama teknigi uygulandi. Ticari olarak
temin edilen Oil Red O tozundan 300 mg alinip, 100 ml isopropanol (%99,5)
icerisinde ¢ozdiiriilerek, 1 yil kullanim siiresi olan Oil Red O stok soliisyonu
hazirlandi. Stok Oil Red O soliisyonu 3:2 oraninda ultra saf ve steril su ile

kanistirilarak, 2 saat kullanim siiresi olan ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan

37



caligma soliisyonu hiicrelerin fazla boyanmasini énlemek i¢in, bir siringa yardimiyla
0,22 um’ lik steril siringa filtrelerinden gegirilerek hazirlandi.

6-kuyucuklu kiiltiir plaklarinda ekili olan dH1f hiicrelerinin fiksasyonunu
gerceklestirmek tizere, kiiltiir besiyerleri ortamdan aspire edildi. Hiicrelerin ylizeyi
PBS ile yikandi. PBS ortamdan aspire edildikten sonra hiicrelerin yiizeyine %10
formalin soliisyonu eklendikten sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmasiyla fiksasyon islemi gerceklestirildi. Fikse olmus hiicrelerin ylizeyinden
%10 formalin soliisyonu aspire edildi ve hiicrelerin yiizeyi iki kez PBS ile yikandi.
PBS ortamdan aspire edildikten sonra hiicrelere %60 isopropanol eklendi. 5 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra isopropanol ortamdan aspire edildi.
Hiicre plaklarinin her kuyucuguna Oil Red O ¢aligma soliisyonu eklendikten sonra 20
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmasiyla lipit damlaciklarinin boyanmasi
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonras1 Oil Red O soliisyonu ortamdan aspire edildi.
Kiiltiir plaklarinin yiizeyinden fazla boyanin uzaklastirilmasi igin ultra saf ve steril su
ile 2 kez yikama islemi gergeklestirildi. Kiiltiir plaklarinin yiizeyi su ile kaplandiktan
sonra boyanan lipit damlaciklarinin morfolojik goriintiileri inverted mikroskopla
incelendi.  6-kuyucuklu  kiiltir plaklarinda ekili  hiicrelerin  kullanildig:
karakterizasyon caligmalarinda, her kuyu i¢in tiim kimyasal ve soliisyonlardan 2 ml

kullanildi.

4.3. Hiicresel Lipit Damlaciklarinin Niceliksel Karakterizasyon Analizi

dH1f hiicrelerinin KKM’ ler aracilifiyla adipositlere farklilagmasinin
indiiklenmesi amaciyla uygulanan ¢aligmalar sonucunda olusan lipit damlaciklarinin
birikiminin niceliksel karakterizasyonu i¢in, ¢alismanin 18. giiniinde jelatin kapli 96-
kuyucuklu kiltiir plaklarinda ekili olan hiicreler kullanildi. Hiicrelere, lipit

damlaciklarinin histolojik olarak goriintiillenmesinde kullanilan Oil Red O boyama
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teknigi uygulandi. Boliim 4.2 de belirtilen sekilde Oil Red O ¢aligma soliisyonu
hazirland1 ve hiicreler fikse edildi. Fikse olmus hiicrelerin yiizeyinden %10 formalin
soliisyonu aspire edildi ve hiicrelerin yiizeyi iki kez PBS ile yikandi. PBS ortamdan
aspire edildikten sonra hiicrelere Oil Red O ¢alisma soliisyonu eklenerek 20 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi Oil Red O soliisyonu
hiicre yiizeyinden aspire edildi. Fazla boya distile su kullanilarak ortamdan
uzaklastirildi. Hiicrelerin ylizeyi en son kurumamalari i¢in su ile kaplandiktan sonra
boyanan lipit damlaciklar1 invert mikroskop ile incelendi. Olusan lipit
damlaciklarinin boyandigir gozlemlendikten sonra kuyularin yilizeyinden distile su
aspire edildi. 96-kuyucuklu plagin her kuyucuguna isopropanol (%99,5) eklenerek
boya eliie edildi. Ardinda hiicreler 15 dakika diisiik hizda calkalayici iizerinde
inkiibasyona birakildiktan sonra spektrofotometre cihazinda 540 nm’ de absorbans
Olctimii gerceklestirildi. 96-kuyucuklu kiiltiir plaklarinda ekili hiicrelerin kullanildig:
karakterizasyon c¢aligmalarinda, her kuyu i¢in tiim kimyasal ve soliisyonlardan 100 pl
kullanildi.

4.4. Total RNA izolasyonu

dH1f hiicrelerinin KKM’ ler aracilifiyla adipositlere farklilasmasinin
indiiklenmesi amaciyla uygulanan caligmalar sonucunda total RNA izolasyonunu
gerceklestirmek igin; jelatin kapl 6-kuyucuklu kiiltiir plaklarinda ekili olan ve belirli
kimyasal kombinasyonlarin uygulandigit dHIf hiicreleri kullanildi. RNA
izolasyonunda kullanilan hiicreler;

e Ik 6 giin R ve C sonraki 12 giin R ve D kimyasallar1 uygulanmis dH1f
hiicreleri
e Jlk 6 giin R, C, T, ve F sonraki 12 giin R ve D kimyasallar1 uygulanmis

dH1f hiicreleri
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e Ik 6 giin R, sonraki 12 giin R ve D kimyasallar1 uygulanmis dH1f
hiicreleri

e 18 giin boyunca R ve D kimyasallar1 uygulanmis dH1f hiicreleri

e DMSO kontrol hiicreleri

RNA izolasyonuda kullamlacak hiicreler farklilastirma g¢alismasinin 18.
giinlinde tripsinize edildi. Bu islem i¢in hiicre yiizeyinden kiiltiir besiyeri aspire
edildi. Hiicreler her kuyucuk ig¢in 2 ml PBS kullanilarak yikandi. PBS ortamdan
aspire edildi. Her kuyucuga 500 pl tripsin/EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler 5
dakika 37 °C’ de %5 CO2 igeren bir atmosferde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonras1 mikroskop ile incelenen hiicrelerin plak yiizeyinden kalktig1 gozlemlendikten
sonra tripsin inhibasyonu igin 500 ul kiiltiir besiyeri eklendi. Hiicreler bir eppendof
tip igerisine aktarilarak 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatant ortamdan aspire edildi. Hiicre peletlerinden total RNA izolasyonu,
NucleoSpin® RNA kiti protokollerine uygun olarak gerceklestirildi.

NucleoSpin® RNA kiti protokollerine gore RNA izolasyonu i¢in;

e RNA izolasyonunda kullanilan dH1f hiicrelerinin peleti 350 pl lizis tamponu
RA1 ve indirgeyici ajan olarak 3,5 pl 2- Merkaptoetanol karigimi igerisinde
karigtirildi.

e Hiicre lizati, bir toplama tiipli igerisine yerlestirilmis olan NucleoSpin®
Filtrelerine aktarildi. 11000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrast NucleoSpin® Filtreleri ortamdan uzaklastirildi. Lizatin
homojenize edilmesi i¢in her 6rnege 350 ul %70 etanol eklendi. 3-5 kez
pipetleme isleminden sonra her 6rnek kendisi i¢in hazirlanan bir toplama tiipii
igerisine yerlestirilmis NucleoSpin® RNA kolonuna aktarildi. 11000 g’ de 30
saniye santrifiij edildikten sonra kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

e NucleoSpin® RNA kolonuna rDNase reaksiyon karigiminin verimini
arttrmak amaciyla 350 pl membran tuzu ¢oziici tampon (Membrane

Desalting Buffer / MDB) eklendi. 11000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.
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e 10 pl rDNaz, 90 ul reaksiyon soliisyonu ile karistirilarak DNAz reaksiyon
karisimi1 hazirlandi. Karigimdan 95 pl kolonun tam merkezine pipet ucu
degmeden eklendi. 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Kolona 200 pl RAW2 tamponu eklendikten sonra 11000 g’ de 30 saniye
santrifiij edilerek 1. yikama islemi gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi kolon
yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.

e Kolona 600 pl RA3 tamponu eklendikten sonra 11000 g’ de 30 saniye
santrifiij edilerek 2. yikama islemi gergeklestirildi. Toplama tiipline gecen
kistm ortamdan uzaklastirildiktan sonra kolon toplama tiipiine tekrar
yerlestirildi.

e Kolona 250 pl RA3 tamponu eklendikten sonra 11000 g’ de 30 saniye
santrifiij edilerek 3. yikama islemi gergeklestirildi. Ardindan hicbir sey
eklenmeden kolonlarin yikama soliisyonunundan arinmasi i¢in 11000 g’ de 2
dakika santrifiij edildi. Kolon 1,5 ml’ lik niikleaz icermeyen yeni bir toplama
tiiptine yerlestirildi.

e Kolonun tam merkezine pipet ucu degdirilmeden 30-50 pl RNaz igermeyen
su eklendikten sonra 11000 g’ de 1 dakika santrifiij edilereck RNA’ nin
kolondan ayristirilmasi gergeklestirildi.

Hiicre peletinden izole edilen total RNA’ nin saflig1 ve konsantrasyon analizi,
“Multiskan™ GO Microplate Spektrophotometer” cihazinda 230, 260 ve 280 nm’de
absorbans degerlerinin Ol¢iimiiyle gerceklestirildi ve otomatik olarak hesaplanan
bulgular kaydedildi. RNA’ lar c¢cDNA sentezinde kullanilmak iizere -80 °C
sogutucuya kaldirildi.
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4.5 cDNA Sentezi

[zolasyonu yapilan total RNA’ lardan cDNA sentezi ProtoScript First Strand
cDNA Synthesis Kit protokollerine uygun olarak gergeklestirildi. Tiim cDNA
konsantrasyonlar1 500 ng olacak sekilde sabitlendi. Bunun igin kit protokoliine gore;
500 ng cDNA i¢in gerekli RNA miktar1 (6 ul’ ye kadar), 2ul Oligo (dT) Primer ve
son hacim 8 pl olacak sekilde niikleaz-igermeyen su ile bir reaksiyon karisimi
hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karigiminin 70 °C’ de 5 dakika inkiibe edilmesiyle
RNA denatiire edildi. Denatiirasyon isleminden sonra hemen buz iistiine alinan her
ornege 10 ul M-MuLV (2X) reaksiyon karisimi ve 2 pl M-MuLV enzim karigimi
eklendi. 20pul cDNA sentez kiti 42 °C’ de 1 saat inkiibe edildi ve ardindan enzimin
inaktivasyonu i¢in 80 °C’ de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Elde edilen cDNA’ lar
30 pl RNaz icermeyen su eklenerek, 50 pl” ye tamamlanda.

4.6. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Hiicrelerinin KKM” ler araciligiyla adipositlere farklilagmasinin indiiklenmesi
amaciyla uygulanan ¢alismalar sonucunda, belirlenen kimyasal kombinasyonlarin
uygulandig: hiicrelerden elde edilen cDNA” lar ile adiposit spesifik genlerden PPAR-
v, C/EBP-a, FABP4 ve ADIPOQ genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendi. Analiz
SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit protokollerine uygun olarak tablo 4.8 de
belirtilen GZ-PZR reaktifleri ile tablo 4.9° de belirtilen GZ-PZR kosullarinda
gergeklestirildi.
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Tablo 4.8. GZ-PZR Reaktifleri.

Reaktif Stok Konsantrasyon Hacim (ul)
SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit  2X 10
Ileri Primer 5uM 1
Geri Primer 5uM 1
cDNA 4 ng/pl 2
ddH:0 - 6

Tablo 4.9. GZ-PZR Kosullari.
Asama Sicakhik Siire Dongii Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Baglanma 55°C 10 sn 45
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 95°C 10 dk 1

GZ-PZR reaksiyonlar1 iki teknik tekrar ile gergeklestirildi. Gergeklestirilen
reaksiyonlar referans gen olarak B-aktin kullanimiyla normalize edildi ve delta siklus
esigi (ACt) degerleri belirlendi. Elde edilen ACt degerleri kullanilarak AACt degerleri

hesaplandi. AACt degerlerinin elde edilmesinin ardindan 2"-AACt formiili ile

ekpresyon degisimi hesaplandi.

4.7. Verilerin Analizi

Verilerin analizi i¢in ¢ift kuyruklu dagilim ve iki Ornekli esit varyasyon

(homo skedastik) t-test analizi kullanildi. (*) <0,05” in (P degeri) altinda olan veriler

anlaml olarak degerlendirildi.

43



5. BULGULAR

5.1. Farkhlasma Sonucu Olusan Lipit Damlaciklarinin Birikiminin

Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

dH1f hiicrelerinin kiigiik kimyasal molekiiller (KKM) araciligiyla adipositlere
farklilagmasiin indiiklenmesi amaciyla tablo 4.4’ de belirtilen 7 farkli kiiciik
kimyasal molekiiliin kademeli kiiltiir kosullarinda 6- kuyucuklu kiiltiir plaklarinda 18
giin boyunca hiicrelerle muamele edilmesi sonucunda, olusan lipit damlaciklarinin
birikiminin niteliksel analizi i¢in Oil Red O boyama teknigi kullanildi.

Ayni ¢alisma plam ile farkli kiiltiir kosullarinda gercgeklestirilen ¢alismalarin
sonuclar1 karsilastirildiginda, sekil 5.1° de goriildiigli gibi en yiiksek lipit birikimi
farklilagtirma besiyeri-2 kullanimiyla kimyasal molekiillerin uygulandigi, jelatin
kapl kiiltiir plaklarinda ekili dH1f hiicrelerinde gézlemlendi.

Farklilastirma c¢alismas1 siiresince uygulanan kimyasal kombinasyonlar
arasinda, ilk asamada R ve C kiiclik molekiillerinin kullanildig1 ¢alismalar, ikinci
asamada uygulanan kimyasal kombinasyonlarin etkisini belirlemek amaciyla
karsilagtirildi. Bu dogrultuda sekil 5.1° de goriildiigii gibi ikinci asamada bir
kombinasyonda R, S ve bir kombinasyonda R, S ve D kimyasal molekiillerinin
uygulandigr  kosullar karsilastirnnldiginda, S kiicik kimyasal molekiiliiniin
farklilastirma iizerine tek basma diger kosullara gore cok az etki ettigi
gozlemlenirken, D kii¢iik kimyasal molekiiliiniin farklilagmay1 yiiksek oranda pozitif
etkiledigi gozlemlendi. Bununla birlikte ikinci asamada R, S ve D kimyasal
molekiillerini  igeren kombinasyondan, S kiiclik kimyasal molekiiliiniin
cikartilmasiyla, daha yiiksek oranda lipit birikimini olusumu gézlemlendi. Benzer bir

sekilde ilk asamada R ve C kimyasal molekiillerinin kullanildigi ¢alismalarda, ikinci
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asamada R, C ve D igeren kombinasyon ile R ve D iceren kimyasal molekiil
kombinasyonlarmin etkisi karsilastirildiginda, C kimyasal molekiiliiniin ikinci

asamada kullaniminin farklilagsmay1 negatif yonde etkiledigi gozlemlendi.

Farklilastrma Besiyeri-1° de Farklilastrma Besiyeri-2’ de Jelatin/Farkhlastirma
Farkllastmilan Farkhlastuilan Besiyeri-2’ de

Hiicreler Hiicreler Farkhlastirnlan Hiicreler

R+C/R+S+D R+C_ /R+S R+C/R+C+D DMSO Kontrol
Kombinasyonu Kombinasyonu Kombinasyonu

R+C/R+D
Kombinasyonu

Sekil 5.1. dHIF Hiicrelerine Ayni Kimyasal Kombinasyonlarin Farkli Kiiltiir Kosullarinda
Uygulanmasinin Etkisini Gosteren Mikroskop Goériintiileri (20X).
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Jelatin kapl kiiltiir plaklarinda ekili olan hiicrelere, farklilastirma besiyeri-2
ile birlikte ilk asamada R, C, T, F kimyasal kombinasyonu uygulanan hiicrelerde,
ikinci agsama kimyasallarinin etkisi incelendiginde sekil 5.2° de goriildiigii gibi diger
sonuclara benzer sekilde, kombinasyon igerisinde D kimyasal molekiiliiniin
bulunmasinin, yiiksek oranda lipit birikimi olusumuna neden olmasiyla farklilasmay1

onemli dl¢iide etkiledigi gézlemlendi.

R+C+T+F/R+T+F R+C+T+F/R+D
Kombinasyonu Kombinasyonu

Jelatin/F arkhlastnma
Besiyeri-2’ de
Farkhlastmilan Hiicreler

Sekil 5.2. Farklilastirma Calismasinin Ikinci Asamasinda DZNep Kimyasal Molekiiliiniin
Kullaniminin Hiicrelere Etkisinin Mikroskop Goriintiileri (20X).

Elde edilen tiim morfolojik veriler genel olarak analiz edildiginde; en yiiksek
lipit birikimi, sekil 5.3” de goriildiigii gibi her ii¢ kiiltiir kosulunda, 18 giin boyunca

sadece R ve D kimyasal kombinasyonunun uygulandig hiicrelerde gézlemlendi.

Farkhlastirma Besiyeri-1° de Farklilastirma Besiyeri-2°de  Jelatin/Farkhlastirma Besiyeri-2’ de
Farkhlastirilan Hiicreler Farkhlastirilan Hiicreler Farklilastirilan Hiicreler

R+D Kimyasal
Kombinasyonu

Sekil 5.3. RepSox ve DZNep Kiiciik Kimyasal Molekiil Kombinasyonunun Hiicrelere Etkisinin
Mikroskop Gorintiileri (20X).
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5.2. Farkhlasma Sonucu Olusan Lipit Damlaciklarinin Birikiminin

Niceliksel Olarak Degerlendirilmesi

dH1f hiicrelerinin KKM’ lerle dogrudan adiposit hiicrelerine farklilasmasini
saglamak amaciyla tablo 4.4° de belirtilen 7 kimyasal molekiiliin farkl
kombinasyonlarinin 18 giin boyunca hiicrelere uygulanmasi sonucunda olusan lipit
birikiminin, boliim 4.3 de belirtilen sekilde niceliksel analizi gergeklestirildi. Olusan
lipit damlaciklarinin Oil Red O ile boyanmasinin ardindan spektrofotometrede 540
nm’ de absorbansi Olgiildiikten sonra, sekil 5.4’ de belirtildigi gibi, veriler dH1f
DMSO kontrol kuyucuguna gore karsilastirildi. R-C/R-D, R/R-D ve R-D/R-D kiigiik
kimyasal kombinasyonlarinin uygulandigi hiicrelerde DMSO kontrol kuyucuguna
gore yliksek verimde lipit damlacigi birikimi gozlendi. Sonuclar detayli olarak

incelendiginde;

300 -

250

200

150

100

Gore Goreceli Analizi

50

Farklilasan Hiicrelerde Olusan Lipit Damlaciklar:
Birikiminin dH1f DMSO Kontrol Kuyucuklarina

Sekil 5.4. Farklilasma Sonucu Olusan Lipit Damlaciklari Birikiminin Niceliksel Analizi. (*) = P value
<0,05.
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Ilk asamada R-C, ikinci asamada R-D kimyasal kombinasyonunun
uygulandigr dH1f hiicrelerinde DMSO kontrol kuyusuna gore yaklasik 226 kat fazla
lipit damlaciginin olusumu gozlendi. Bununla birlikte R-C/R-D kimyasal
kombinasyonunun uygulandigi hiicreler, R-C/R-C-D kimyasal kombinasyonunun
uygulandig1 hiicrelerle karsilastirildiginda, ikinci asamada C kimyasal molekiiliiniin
bulunmasinin verimi yaklasik 2,5 kat azalttigi goézlendi. Ayrica R-C/R-D kimyasal
kombinasyonunun uygulandigi hiicreler R-C/R-D-S kimyasal kombinasyonunun
uygulandigr hiicrelerle karsilastirildiginda S kimyasal molekiiliiniin ikinci asamada
hiicrelere uygulanmasinin, verimi yaklagik 1,5 kat azalttig1 gozlendi.

Ilk asamada R ikinci asamada R-D kimyasal kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde  DMSO kontrol kuyucuguna gore yaklastk 200 kat fazla lipit
damlaciklarinin birikimi gézlendi.

18 giin boyunca hiicrelere sadece R-D kimyasal kombinasyonunun
uygulanmasi sonucunda, DMSO kontrol kuyucuguna gore yaklasik 250 kat, R-C/R-
D ve R/R-D kimyasal kombinasyonunun uygulandigi hiicrelere gore yaklagik 1,5
yiiksek verimde lipit birikiminin olusumu gozlendi. Bu sonuglar R-D/R-D kimyasal
kombinasyonunun farklilagsma i¢in kullanilan kombinasyonlar arasinda en ideal olan

kombinasyon oldugunu gosterdi.

5.3. Kantitatif GZ-PZR ile Adiposit Spesifik Genlerin Ekspresyon

Seviyelerinin Analizi

Niteliksel ve niceliksel karakterizasyon yontemleriyle, dH1f farklilasmasinda
yiikksek verim gosterdigi belirlenen R-D/R-D kimyasal kombinasyonunun, ikinci
asamada R-D kimyasal kombinasyonu kullanilan hiicrelerle ve kontrol olarak DMSO

hiicrelerinin ~ kullanimiyla  adiposit  spesifik  genlerin  ekspresyon analizi
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gerceklestirildi. Elde edilen grafik sonuglarimin analizi, B-Aktin internal kontrol
genine gore normalize edildi.

Adipogenezin kritik bir diizenleyici olan PPAR-y, sekil 5.5 de goriildiigii
gibi, R-D/R-D kimyasal kombinasyonlarinin uygulandigi hiicrelerde, DMSO kontrol
hiicrelerine gore yaklasik 1,5 kat daha fazla, R-C-T-F/R-D kimyasal
kombinasyonlarinin uygulandig hiicrelerde DMSO kontrol hiicrelerine gore yaklasik
1,3 kat daha fazla ekspresyon gosterdi. Bununla birlikte, PPAR-y geninin, R-C/R-D
ve R/R-D kimyasal molekiil kombinasyonu uygulanan hiicrelerde DMSO kontrol

hiicrelerine gore 0,7 kat daha diisiik ekspresyona sahip oldugu gézlemlendi.

PPAR-y
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Sekil 5.5. dH1f Hiicre Hattinda PPAR-y Ekspresyon Seviyelerinin Analizi.

Adipogenezin kritik diizenleyicilerinden biri olan C/EBP-a, sekil 5.6’ da
goriildigii gibi, R-D/R-D kimyasal kombinasyonlarinin uygulandigi hiicrelerde,
DMSO kontrol hiicrelerine gore yaklasik 1,5 kat daha fazla, R-C-T-F/R-D kimyasal
kombinasyonlarimin uygulandigi hiicrelerde DMSO kontrol hiicrelerine gore yaklasik
1,3 kat daha fazla ekspresyon gosterdi. Bununla birlikte, C/EBP-a geninin, R-C/R-D
ve R/R-D kimyasal molekiil kombinasyonu uygulanan hiicrelerde DMSO kontrol

hiicrelerine gore 0,7 kat daha diisiik ekspresyona sahip oldugu gézlemlendi.
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Sekil 5.6. dH1f Hiicre Hattinda CEBP-a Ekspresyon Seviyelerinin Analizi.

Adiposit spesifik bir gen olan FABP4, sekil 5.7’ de gosterildigi gibi, R-D/R-
D kimyasal kombinasyonlariin uygulandig: hiicrelerde DMSO kontrol hiicrelerine
gore yaklagik 3 kat daha fazla ekspresyon gosterdi. Diger kombinasyonlarda ise

negatif kontrole gore ekpresyonunda azalma gozlendi.
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Sekil 5.7. dH1f Hiicre Hattinda FABP4 Ekspresyon Seviyelerinin Analizi.
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Adiposit spesifik bir gen olan ADIPOQ, sekil 5.8 de gosterildigi gibi, R-
D/R-D kimyasal kombinasyonlarinin uygulandigi hiicrelerde  DMSO kontrol
hiicrelerine gore yaklasik 1,6 kat daha fazla ekspresyon gosterirken, R-C-T-F/R-D
kimyasal kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde yaklasik olarak benzer
seviyelerde ekspresyon gosterdi. R-C/R-D ve R/R-D kimyasal kombinasyonu

uygulanan hiicrelerde ise DMSO kontrol hiicresine gore daha az ekspresyon gosterdi.
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6. TARTISMA

Somatik hiicrelerin transdiferansiasyonu yoluyla istenilen fonksiyona sahip
bir hiicrenin iiretilebiliyor olmasi ¢esitli tedavi yaklasimlar1 i¢in hasta spesifik
hiicreleri olusturabilmek adina biiyiik umut vadetmektedir (Thoma ve dig.,2014). Bu
dogrultuda gesitli sinyal yolaklarini ve epigenetik mekanizmalar1 etkileyerek, ektopik
gen ekspresyonu gerekmeden, tek basina hiicre kaderini degistirmede etkili olabilen
KKM’ lerin kullanim1 dogrudan soy spesifik yeniden programlama alaninda yapilan
caligmalarda bliyiik gelismeler saglamistir (Takeda ve dig.,2018). Bu tez
calismasinda da KKM’ lerin hiicresel farklilagmay1 kontrol edebilmek {izerine,
spesifik gelisimsel sinyal yolaklarin1 veya epigenetik modifikasyonlar1 aktive etmek
ya da inhibe etmek amaciyla kullanilmasinin, adiposit farklilagsmasin1 da
indiiklemede etkili olabilecegi diistintilmiistiir.

TGF-B yolagi adipogenezin 6nemli bir inhibitoriidiir (Rahimi ve dig.,1998).
Tip-1l TGF-B transmembran serin treonin kinaz reseptoriine, ligandin baglanmasinin
ardindan, tip-1 TGF-f reseptorii ile kompleks olusturarak stabilize eder ve tip-1 TGF-
B reseptoriiniin aktivasyonu indiiklenir. Aktivasyon sonrasi, SMAD proteinleri sinyal
efektorleri olarak hakaret ederler. Tip-1 TGF-B reseptoriiyle SMAD2 veya SMAD3
proteinin karboksi-teminal fosforilasyonu SMADA4 proteini ile heterodimerizasyona
neden olan konformasyonel bir degisiklikle sonuglanir ve olusan SMAD kompleksi
cekirdege baglanarak ve diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek
transkripsiyonu diizenler (Heldin ve dig.,1997). In-vitro calismalarda SMAD3
proteininin TGF-B sinyal yolu araciligiyla C/EBP-p ve C/EBP-6 faktorlerinin
transkripsiyonunu baskilamasiyla adiposit farklilasmasini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Choy ve Derynck, 2003). KKM’ lerle yapilan bir transdiferansiasyon
calismasinda, domuz fibroblastlarinin adipositlere dogrudan farklilastirilmasi i¢in bir
TGF-B inhibitoriiniin  tek basina kullaniminin  farklilasmay1 uyarabilecegi
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte, bir ROCK inhibitoriiniin kullaniminin ¢alisma

verimini yiiksek oranda arttirdigi rapor edilmistir (Zhu ve dig.,2012). Bu bilgiler
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dogrultusunda yapilan ¢aligmada insan fibroblast hiicrelerine, kademeli kiiltiir
kosullarinda uygulanan kimyasal kombinasyonlarinin hepsinde TGF-B tip-1
reseptOriinlin inhibitérii RepSox (R) kullanilmistir. Ancak bu ¢alismada R ve ROCK
inhibitort; Y-27632 dihidrokloriir (Y) kimyasal molekiillerin birlikte kullanimiyla
caligmadan istenen verim almamamistir. Ayrica R kimyasal molekiiliiniin, adiposit
spesifik yolaklar1 ve farklilasmay1 tetikleyen kombinasyonlarla birlikte kullanimi,
farklilasmaya biiyiik oranda etki gosterirken, farklilagmanin erken evrelerinde tek
basina kullaniminin farklilagma tizerine ¢ok fazla etkisi olmadigi gozlemlenmistir.

GSK-3p faktoriiniin inhibasyonunun, hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi,
yetiskinlerde doku rejenerasyonu ve embriyonik gelisim siireci gibi ¢esitli biyolojik
stireclerde rol oynayan Wnt sinyal yolaginin aktivasyonuna neden olarak yeniden
programlama verimini arttirdigini rapor eden ¢aligsmalar mevcuttur (Li ve dig.,2009;
Logan ve Nusse, 2014). Bu bilgiler dogrultusunda farklilasmanin erken evrelerinde R
ile birlikte bir GSK-3 inhibit6rii olan CHIR09921 (C) kullanildi. Ancak, 6zellikle C
kimyasal molekiiliiniin, farklilasmanin ge¢ evrelerinde kullanilmaya devam
edilmesinin adipojenik farklilasmay: inhibe ettigi gozlemlendi. Bu duruma
adipojenik farklilasmanin erken evrelerinde GSK-3p tarafindan aktive edilmesi
gereken C/EBP-B transkripsiyon faktoriiniin, aktive olamamasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Farklilasmanin ikinci agsamasinda C kimyasal molekiilii kullanilan
hiicrelerde, adiposit spesifik genlerden PPAR-y ve C/EBP-a faktoriiniin
ekspresyonunun kontrole gore diisiik gozlemlenmis olmasi bu diislinceyi destekler
niteliktedir.

H3K79 metilasyonun inhibe edilmesinin fibroblast hiicrelerinde susturulmusg
genlerin ifadesini aktiflestirerek, yeniden programlama verimini arttirdiginin rapor
edildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Onder ve dig.,2012). Bu bilgiler dogrultusunda
H3K79 metiltransferazi DOTIL inhibitorii SGC0946 (S) kimyasal molekiiliiniin
kullanimina karar verilen bu ¢aligmada, adiposit farklilasmasinin S varliginda negatif
yonde etkilendigi gozlemlenmistir. Bu duruma S kimyasal molekiiliiniin adiposit
farklilasmasin orta evlerinde hiicrelere verilmeye baslanmasinin neden olabilecegi

diisiintilmektedir. S kimyasal molekiiliiniin farklilasmay1 negatif yonde etkilediginin
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kesin olarak belirlenebilmesi i¢in, ilk asamada uygulanan uygun bir kombinasyonla
hiicrelere uygulanmasi gerekmektedir.

H3K27 histon metiltransferazi EZH, hedef genlerin trankripsiyonunu
baskilamasi yoluyla homeotik gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynar
(Mahmoudi ve Verrijzer, 2001). DZNep kiigiik kimyasal molekiilii bir EZH2
inhibitoriidiir ve somatik hiicrelerde metilasyon seviyelerini azaltarak yeniden
programlama ¢alismalarinin verimini arttirir (Qin ve dig.,2017). Bu bilgilerin
dogrultusunda kullanilmasina karar verilen DZNep kiiclik kimyasal molekiiliiniin
bulundugu kombinasyonlarin uygulandig: hiicrelerde adiposit farklilagsmasinin daha
yiiksek oranda indiiklendigi gozlemlendi. Ornegin; fibroblastlardan kiiciik kimyasal
molekiillerle adiposit farklilasmasimin gergeklestirildigi bir caligmada; ilk agamada
LSD1 inhibitori; tranilsipromin hidrokloriir (T), Adenil siklaz aktivatorii; Forskolin
(F), R ve C kimyasallarini, farklilagmanin ikinci asamasinda R, T ve F kimyasallarini
iceren bir kombinasyonun kullanimmin etkili oldugu rapor edilmistir (Han ve
dig.,2017). Belirtilen arasgtirmadan referans alinarak yapilan bu ¢aligmada, ilk
asamada R-C-T-F ve ikinci asamada R-T-F kimyasal kombinasyonuyla es zamanl
olarak, ilk asamada R-C-T-F ikinci asamada R-D kombinasyonu hiicrelere
uygulandiginda, D kimyasal molekiiliinii iceren kombinasyonun adiposit
farklilasmasinda daha etkili oldugu gozlendi.

18 giin boyunca insan fibroblast hiicrelerine R ve D kimyasal molekiillerinin
birlikte uygulanmasi, yiiksek oranda lipit birikimiyle sonuglandi. Ayrica lipit
birikiminin yliksek oranda gozlemlendigi diger kombinasyonlarin uygulandig
hiicrelerle ve kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda CEBPo, PPARy, FABP4 ve
ADIPOQ gibi adiposit spesifik genleri daha yiiksek oranda eksprese ettigi
gbzlemlendi. Bu sonug¢ sadece iki kii¢iik kimyasal molekiiliin kullanimiyla adiposit
farklilasmasinin indiiklenebilecegini  gdstermektedir. Fibroblastlardan adiposit
farklilasmasinin indiiklenmesi i¢in kii¢iik kimyasal molekiillerle gerceklestirilen
calismalarda bugiine kadar D kimyasal molekiiliiniin etkisi hi¢ incelenmemistir. Bu
Ozelligiyle bu caligma fibroblastlardan adipositlere farklilasmanin gerceklestirilmesi

i¢in yeni bir kimyasal kombinasyon dnermektedir. Ancak ¢esitli eksikleri bulunan bu
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calismanin daha fazla optimize edilmesi gerekmektedir. Farklilasmasi uyarilan
hiicrelerin daha sonra soy spesifik kiiltiir kosullarinda biiyiitiilmesiyle daha verimli
bir sonug elde edilebilir. Ayrica elde edilen hiicrelerin fibroblast spesifik ve adiposit
tiirlerine spesifik gen ekspresyon caligmalar1 gergeklestirilmelidir. Optimize edilen
bir ¢alismanin, yetigkin bir fibroblast hiicresinde dogrulanmasi ve in vivo sartlarda
etkisinin incelenmesi gerekmektedir.

Bu dogrultuda yapilan arastirmalarin gelistirilmesi sonucu elde edilen
adipositlerin; yaslanma, hastalik veya travmaya bagli zarar gormiis doku ve
organlarin iglevselliginin onarilmasi ya da iyilestirilebilmesi ile ilgilenen rejeneratif
tip alaninda ve diinyada biiyiik bir saglik sorunu haline gelen obezite ve obezite
iligkili hastaliklarda, yeni ve giivenli bir tedavi yaklasimi olarak kullanilmasi umut

edilmektedir.
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