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OZET

BAL ARISI VENOMUNUN ADIPOZ DOKU KOKENLIi MEZENSIMAL
KOK HUCRELER UZERINE ETKILERI

Melis SESLI
Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolimu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR

Haziran 2018, 55 sayfa

Bu ylksek lisans tezi kapsaminda, kompleks yapida bir bilesik olan bal arisi (Apis
mellifera) venomunun adipoz doku kdkenli mezensimal kok hicreler (MKH) tzerine

etkileri arastirilmigtir.

ilk asamada, laboratuvarimizda daha 6nceki calismalarimiz kapsaminda izole
edilerek dondurulmus olan adipoz doku kdkenli MKH’ler, standart kultir kosullarinda
kulture alinarak, bu hicreler Uzerine belirli venom konsantrasyonlari uygulanmigtir.
Venomun, hucreler uzerindeki konsantrasyona ve zamana bagh sitotoksik etkisi 4,
24,48 ve 72. saatlerde MTT hucre canhlik analizi ile dlgulmuastur. Analiz sonuglarina
gore, bir sonraki deney asamasinda hucrelere uygulanacak doz 50 mg/ml olarak

belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise, venomun adipoz doku kokenli MKH’ler
Uzerindeki adipojenik farklilagstirma potansiyeli incelenmistir. Bu amag ile pozitif ve
negatif kontrol gruplari ve ari venomu uygulanan deney grubu olusturulmus ve
venom uygulanan grup, 21 gin boyunca 50 mg/ml venom konsantrasyonu ile
muamele edilmigtir. Ardindan 7, 14 ve 21. gunlerde Oil Red O boyamasi yapilarak
hucrelerin igerisindeki nétral lipid damlaciklar gosterilmistir. Negatif kontrol
grubundaki hucrelerde beklenildigi Uzere herhangi bir adipojenik farklilagsma
gorulmezken, pozitif kontrol grubundaki hicrelerde dérduncu ginden itibaren lipid

damlaciklari gorilmeye baglanmistir. Venom uygulanan gruptaki hucreler, pozitif



kontrol grubundaki hudcreler ile morfolojik olarak karsilastirildiginda ise venom
uygulanan hucrelerin henuz hipertrofi gostermeyip, kok hucre morfolojilerini
koruduklari goérulmuas; ancak hucrelerdeki granuler yapidaki lipid damlaciklarinin

olusumu Oil Red O boyamasi ile gosterilebilmigtir.

Elde edilen tim bu sonuglardan yola ¢ikarak literatirde ilk kez, herhangi bir
adipojenik besiyeri kullaniimaksizin, ari venomunun adipoz doku kokenli MKH’leri

adipojenik yonde uyardigi ve hicrelerde adipojenezi baglattigi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Apis mellifera, bal arisi venomu, adipoz doku kokenli MKH’ler,

sitotoksisite, adipojenik farklilagma potansiyeli, Oil Red O



ABSTRACT

EFFECTS of HONEY BEE VENOM on ADIPOSE TISSUE-DERIVED
MESENCHYMAL STEM CELLS

Melis SESLI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR

June 2018, 55 pages

Within the scope of this master thesis, effects of complex compound, honey bee
(Apis mellifera) venom, on adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (MSCs)

were investigated.

In the first stage, adipose tissue-derived MSCs which were isolated and freezed
previously in our studies, were cultured in standard medium conditions and treated
with certain concentrations of venom. Dose and time-dependent cytotoxicity of the
venom was measured at 4, 24, 48 and 72 h with MTT cell viability analysis.
According to these results, 50 mg/ml venom concentration was determined to be

applied on cells in the upcoming experimental stage.

In the second stage of the study, adipogenic differentiation effect of the venom on
adipose tissue-derived MSCs were investigated. For this purpose, positive and
negative control groups and venom-applied experimental group were created and
the venom group was treated with 50 mg/ml venom concentration during 21 days.
Then, Oil Red O staining was performed on 7, 14 and 21 days to observe the neutral
lipid droplets inside the cells. When the cells of the negative control group showed
no adipogenic differentiation as expected, the cells of the positive control group had
lipid droplets observed starting from day four. When two groups (positive control

group and venom-applied group) were compared morphologically, it is observed



that venom-applied cells showed no hypertrophy and maintained their stem cell
morphologies; however, the formation of granular lipid droplets inside the cells was
shown by Oil Red O staining.

Considering all of these results, for the first time in the literature, it is shown that the
honey bee venom led adipose tissue-derived MSCs into adipogenic lineage and

induced adipogenesis in these cells without using an adipogenic media.

Keywords: Apis mellifera, honey bee venom, adipose tissue-derived MSCs,

cytotoxicity, adipogenic differentiation potential, Oil Red O
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1. GIRIS

Apis mellifera, Hymenoptera takiminin, Apidae familyasinin, Apis cinsine ait bir
tirdir. Ulkemizde Anadolu’nun sahip oldugu cok cesitli iklim kosullari, cografi
zenginlik, floral gesitlilik ve Asya, Avrupa ve Afrika arasinda adeta bir kdpru gorevi
gOruyor olusu Anadolu’yu, bal arilarinin ana vatanlarindan biri haline getirmistir.
Ulkemizde bulunan ari irklarinin gesitliligi, Turkiye’yi hem koloni varligi hem de bal

uretimi bakimindan dunya ikinciligine tagimistir.

Ari UrUnlerinin her gegen gun artan degeri, 6zellikle bu Urlnlerden olan ari
venomunun insan sagligi agisindan terapotik etkileri Uzerine sayisiz arastirmanin
yapillmasina olanak saglamistir. Venom igerigindeki bilesenler arastiriimis ve
edinilen bilgiler 1s1ginda, venomun kanser hucrelerini baskilayici (anti-kanser) ve
tumor gelisimini engelleyici (anti-tumor) ozelliklerinin oldugu gosterilmistir. Bunlara
ek olarak venom, kronik agri, artrit, multipl skleroz ve deri hastaliklari gibi birgok

hastaligin tedavisinde de klinikte alternatif bir tedavi yontemi olarak uygulanmistir.

Venomun terapotik bir ajan olarak anti-kanser 6zelliginin yani sira, hicrelerdeki anti-
proliferatif ~ etkisinden ve hucreleri  farkhlastirma  potansiyelinden de
yararlaniimaktadir. Kemik iligi ve gobek kordonundan izole edilen mezensimal kdk
hucreler (MKH) ile yapilan calismalarda, bal arisi venomunun bu hucrelerde

osteojenik ve kondrojenik farklilagmayi uyardigi gosterilmigtir.

Bu tez calismasinda ise literaturde ilk kez, adipoz doku kdkenli MKH’lere bal arisi
venomu uygulandiginda, kaltir ortaminda adipojenik besiyeri olmaksizin venomun,
tek basina bu hicreleri adipojenik yonde farklilastirma potansiyeli oldugu goérulmas

ve hicrelerde gergeklesen adipojenez duzeyleri gosterilmistir.

Boylece adipojenezin tamamlanmasinin ardindan olgun adipositlere farklilagsacak
olan adipoz doku kokenli MKH’lerin, doku muhendisligi alaninda kullanilabileceqgi
duisunulmustar. Bu hdcrelerin gesitli asamalardan gegirildikten sonra, klinikte
kullanilmak Uzere hazirlanarak uygun yag doku iskeleleri ile bir araya getiriimesi ve

bu sayede yumusak doku hasarlarinin ve kayiplarinin giderilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Apis mellifera (Bal Arisi)

Apis mellifera, Hymenoptera takiminin, Apidae familyasinin, Apis cinsine ait bir
turdar. Bal arisi, bir kurama gore Tropikal Afrika’dan kdken almis, Guney Afrika’dan
Kuzey Avrupa ve Bati Asya’ya dogru yayilim gdstermistir [1]. Ulkemizde ise
Anadolu’da ¢ok gesitli iklim kosullarinin var olmasi, Anadolu’nun cografik ve floral
yondeki zenginligi ve Asya, Avrupa ve Afrika arasinda adeta bir kdpru gorevi
ustleniyor olmasi birgok canlinin yani sira, bal arilarina da ev sahipligi yapmasina

neden olmustur.

Sekil 2.1. Bal arisinin (Apis mellifera) genel gérunuimu

Anadolu’da birgok ari irki bulunmakla birlikte Glkemiz, bal arisi irklarina gore yedi
bdlgeye ayrilmaktadir. Turkiye’nin Kuzey ve Glney Dogusunda, Batisinda ve Orta
Anadolu’da olmak uzere dort belirgin bal arisi bulunmaktadir ve diger bolgelerdeki
bal arilari ise bu dért bal arisinin hibridleridir [2]. Ulkemizde bulunan baslica bal arisi

kaltar irklari ise sunlardir:

1)  Apis mellifera anatolica (Orta ve Bati Anadolu’da, Anadolu arisi),
2)  Apis mellifera remipes (Dogu Anadolu’da, Sari-Trans Kafkas arisi),
3) Apis mellifera caucasica (Kuzey Dogu Anadolu’da, Kafkas arisi),

4)  Apis mellifera syriaca (Guneydogu Anadolu’da, Suriye arisi),



5)  Apis mellifera meda (Giineydogu Anadolu’da, iran arisi).

Ulkemizdeki bu gesitlilik, aricilik sektériiniin gelismesine olanak saglamis, ari ve ari
artnlerini hem dinyada hem de Turkiye’'de yukselen bir deger konumuna getirmistir
[3].

2.2. Bal Arisinin Biyolojisi

Bal arilari, bayuk koloniler olugturan sosyal bdceklerdir ve buyuk koloniler yaklagik
30,000-50,000 aridan olusmakta ve bu topluluklara ari ailesi adi verilmektedir [4, 5].
Koloni olusturan tarlerin yani sira, tekil yasayan bal arisi tirleri de bulunmaktadir
[4]. KUgUk bir arl kovaninda yaklasik 20,000 ari bulunmakta ve arilar kendi i¢lerinde
ana ari, erkek ari ve isci arl olmak Uzere Ug bireye ayriimaktadir [1] (Cizelge 1, [1,

5]'den uyarlanmistir).

Cizelge 2.1. Ar ailesindeki bireyler ve ozellikleri

Ana Ari Erkek Ari isci Ani
Boyut Blyuk Orta Klguk
Cinsiyet Digi Erkek Disi
ilkbaharda 21-32 | Yazin 40-60 giin (6lene
Yasam Siresi 3-4 yil gln dek calisma)
Yazin 90 gin Kisin 4-6 ay
Kovandaki Sayi 1 ~2000 yada 0 20.000-80.000
Ana ariyi besleme,
Larva, genc erkek arilar
Ciftlesme, ve ana ari ile ilgilenme,
Glinde 1500, Petek yapma,

islevier

yilda 200.000 dol
verme

Geng ana ari ile

Kovani temizleme,
havalandirma ve koruma

Feromon ciftlesme Ari sUtl ve balmumu
salgilama, salgilama,

Kovan dizenini Nektar, polen, propolis
saglama. toplama vb.,

Su tasima,
Bali olgunlagtirma.

Bal arilarinin vicudu bas, gogus ve abdomen (karin) olmak Uzere U¢ kisimdan

olusmaktadir. Bag kisminda bulunan bir ¢ift anten, duyu organi (koku, tat, dokunma)
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olarak gorev yapmaktadir. Yalayici-emici agiz tipine sahip olan bal arilarinda, alt
¢ene ve alt dudak uzayarak probozis adi verilen hortum seklindeki yapiyi
olusturmaktadir. Bu yapi, dil ile birlikte sivi besinin (nektar, bal, su) alinmasini
saglamakta ve hayvanin beslenmesi bittikten sonra probozis kivrilarak basin arka

kismina katlanmaktadir [6].

Arinin gégus kismi U¢ segmentten olusmakta ve bu segmentlerde toplam iki cift
kanat ve Ug¢ cift eklem bacak bulunmaktadir. Ondeki bir cift bacak, antenlerin
temizlenmesi icin kullanilirken; orta bacaklar, yurime, denge saglama ve polenin
arka bacakta bulunan polen sepetine tagsinmasinda gorev almaktadir. Arka bacaklar

ise poleni kovana getirmektedir [5,6].

Arilarin abdomeninde i¢ organlar, balmumu bezleri ve igne bulunmaktadir. Larvada
10 adet abdomen segmenti bulunurken, ergin arida 9 adet abdomen segmenti
bulunmakta ve ana ari ve is¢i arilarda abdomenin sonunda bir venom aparati yer
almaktadir [6].

2.2.1. Venom Aparati

Sokabilen tum bocekler Hymenoptera takimina aittir. Bal arilari kendilerini tehlikede
hissetmedikleri ve rahatsiz  edilmedikleri surece sokma davranisi
gOstermemektedir. Bu canlilarin digilerinde modifiye olmus bir ovipozitor
bulunmakta ve bu yapi, sokma aparati olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle sadece
disiler, yani ana ari ve is¢i arilar sokma davranisi gostererek kendilerini

savunmaktadir [4].

igne, kompleks bir morfolojidedir. Yapisinda iki adet paralel lanset ve bu lansetlerin
Uzerinde geriye dogru bakan c¢engeller bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bu ¢engeller,
ignenin dokuya daha derin bir sekilde girmesini saglamaktadir. igne, venom kesesi
ve kas grubu ile baglantilidir ve ignenin merkezinde, venomun akitilacagi bir venom
kanali bulunmaktadir [4]. igne, kullaniimadigi siure zarfinda yedinci abdominal
segmentin (A7) igne ¢cemberi adi verilen boslugunda muhafaza edilmektedir [7,8].
Sokma davranigl esnasinda igne disari gikarilmakta ve lansetler deriye girmektedir.

Hayvan soktugu zaman, ignenin yapisinda bulunan ¢gengeller dokuya saplanmakta
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ve boylece venom kanall ile birlikte venomun, dokunun derinliklerine daha etkili bir
sekilde enjekte edilmesi saglanmaktadir. Fakat dokuya saplanan ¢engellerden
dolay! hayvan, dokudan uzaklasmaya caligirken kaslar yirtiimakta ve bu yirtilma
sonucu igne, venom bezi ve venom kesesi hayvandan ayrilarak hayvanin 6limune

neden olmaktadir [4,7].

Venom kesesi

Kas grubu

Lansetler

I P

M‘

Sekil 2.2. Venom aparatinin yapisi. Venom kesesi, venomun pompalanmasini

saglayan kas grubu ve yapisinda ¢engeller bulunan lansetler [9].

Venom bezi, venomu genis kese igerisine salgilayan uzun, ince ve integumenter bir
bezdir. Metamorfozun tamamlanmasindan iki ya da Ug¢ hafta sonra isg¢i ari, kovani
savunmaya bagsladigl andan itibaren keselerdeki venom miktari maksimum dizeye
ulasmaktadir. Is¢i arl nektar ve polen topladigi zamanlarda ise venom miktari
giderek azalmaktadir [4]. Ana arinin venom kesesindeki venom miktari ise 6zellikle
acil durumlarda maksimum dizeye ulagsmaktadir. Ana arilar igin acil durum, diger

ana arilar ile savagsma ve onlari dldirme davranisina karsilik gelmektedir [7].

insan derisinde ise igne, subkutandz dokuya iki-i¢ mm girmekte ve arilar 50-100ug

venom enjekte etmektedir [4].



2.3. Bal Arisi Venomu

Bal arisi venomu, suda ¢ozunebilen, renksiz, kokusuz, sulu yapida bir maddedir ve
keskin ve aci bir tada sahiptir [5,7]. Venom kurutuldugu zaman rengi agik sariya
donmektedir. Rengi kahverengiye calan kurutulmus venomlarin ise, igeriginde
bulunan bazi proteinlerin oksidasyona ugradidi ve bagska materyaller ile kontamine
oldugu yorumu getirilebilmektedir. Ari 6ldugu zaman, venomun igerigi neredeyse

tamamen bozulmaktadir [7].

Venom, gogu zaman zehir ile karigtirilan bir terim olmakla birlikte iki terim birbirinden
oldukca farkhdir ve bu iki terim, birbiri yerine kullanilmamaldir. Venom igeren
hayvanlar venomlarini, bir hlicre grubu veya bir salgi bezi icerisinde GUretmektedirler.
Bu hayvanlarda, 1sirma veya sokma esnasinda venomun enjekte edilmesini
saglayan bir venom aparati bulunmaktadir. Venom aparati, venomu ureten ve
depolayan bir doku (salgi bezi) ve bu dokuyla baglantili, iginde oyuk bulunan bir
sokma aparati veya bir disten (zehir disi) meydana gelmektedir. Genel olarak
venom, bir bagka organizmaya parenteral (intravendz, intradermal, intramuskular,

intraperitonal veya subkutandz) sekilde uygulandiginda etkisini gostermektedir [4].

Zehirli hayvanlar da tipki venomlu hayvanlar gibi toksik maddelerini salgi bezleri
veya dokularda uretmektedirler fakat bu maddeleri ¢cevreden, diger hayvanlardan,
bitkilerden ya da mikroorganizmalardan da elde edebilmektedirler. Bu maddelere
zehir adi verilmekte ve bu zehir, hayvanin vicudundaki belirli organlarda depolanip
biriktirilmektedir. Zehirlenme durumu, hayvanin, avci tarafindan sindirilmesi sonucu
meydana gelmektedir. Zehir, etkisini cogunlukla hayvanin butininun veya hayvanin
zehir iceren vucut pargasinin avci tarafindan yenilmesi sonucu gosterebilmektedir.

Fakat dogada istisnalar da bulunmaktadir [4].

Dogadaki venomlar ve zehirler, tamamen saf maddeler degillerdir ve birgok toksik
etki veya baska bir takim etkiler gosteren bilesenlerden olugmaktadir. Venom,
¢ogunlukla peptidler ve proteinlerden olusurken; zehir, bitkiler, hayvanlar ve

mikroorganizmalar tarafindan uretilen ikincil metabolitlerden olusmaktadir [4].

Venom salgilanmasinin oncelikli nedeni, kolonilerin avcilara karsi etkili bir sekilde
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savunulmasini saglamaktir [10]. Savunmada anahtar rol oynayan bu bilegigin,
yapilan arastirmalar sonucu insan sagligina da énemli katkilarda bulundugu ve ¢ok
cesitli hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu saptanmigstir [11,12]. Bu nedenle venom
bilesenleri arastiricilarin dikkatini gekmis ve bu bilesenler ile ilgili sayisiz arastirma

yapilmistir.

2.3.1. Ari Venomunun Bilesgenleri

Ari venomu oldukca karmasik bir yapidadir. igeriginde melittin, apamin, adolapin,
MCD (mast cell degranulating) peptidi gibi cesitli peptidler, fosfolipaz A, gibi
enzimler, histamin ve epinefrin gibi biyolojik olarak aktif aminler ve bunlarin yani sira
lipidler, karbohidratlar ve serbest amino asitler gibi peptid olmayan bilesenler
bulunmaktadir [10, 11]. Sekil 2.3'de melittin, apamin ve fosfolipaz A, olmak uzere
U¢ ana venom bileseninin HPLC analizi ile elde edilen protein fraksiyonu

gOrulmektedir.

xE+3

1.0
melittin
0.5 |
fosfolipaz

. Az

- apamin '
0.0

0 10 20 30 40

Zaman (dakika)

Sekil 2.3. Ari venomunun yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile analizi

sonucu elde edilen protein fraksiyonu [13].

Kuru venom agirliginin %40-50’sini olusturan ve venomun ana bileseni olan
melittin, aci ve agriya sebep olan peptiddir. Hicre membranlarina kolaylikla girerek

tetramer bir yapi olusturmakta ve bu melittin tetramerleri sinir liflerinde
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depolarizasyona neden olarak aci ve agriya neden olusturmaktadir [4]. Bunun
yaninda, eritrosit gibi birgok hicre tipinde ve lizozom gibi hicre i¢i zarlarda lizizi
tetiklemektedir. Bunlara ek olarak, suda ¢o6zunur yapida olmasina ragmen hem
dogal hem de sentetik fosfolipid membranlari pargalamaktadir. Ayrica uygulanan
konsantrasyona bagh olarak, kan damarlarinin dilatasyonuna ve kasilmasina ve
kalp kasi hucrelerinin depolarizasyonuna neden oldugu bildirilmigtir. Sahip oldugu
yapisal karakteristiklerden oOtlrl ise kanser hucreleri Uzerinde sitotoksik etki

gOsterebildigi ve anti-inflamatuvar 6zellikte oldugu saptanmistir [10,11].

Venom bilesenlerinden olan bir diger peptid apamin, venomun kuru agirhginin %2-
3’luk kismini olusturmaktadir. Bir ndrotoksin olan apaminin, noéroblastoma
hicrelerine ve sigan kas hucrelerine disaridan dusik dozlarda uygulandiginda,

post-sinaptik membranlarda spesifik bir takim reseptorlere baglanarak Ca?"

a bagl
K" kanallarini inhibe ettigi ve bu hiicrelerde uzun sireli hiperpolarizasyona neden

oldugu bildirilmistir [10, 11].

Venom igeriginde en gok galisilan ve en 6nemli enzim olan fosfolipaz A,, venomun
kuru agirhginin %10-12’sini olusturmaktadir. Melittin peptidi ile birlikte biyolojik
membranlarda fosfolipid tabakasinda porlar olusturarak, bu tabakayi lizize
ugratmaktadir. Melittin, membran fosfolipidlerinin fosfolipaz A, enziminin katalik
bdlgesi ile etkilesimini kolaylastirici rol oynamaktadir. Fosfolipidlerin lizizi sonucu
aciga c¢ikan arakidonik asit, |0kotrienler ve prostaglandin benzeri molekdullerin
sentezini uyararak alerjik reaksiyona neden olmaktadir. Bu nedenle fosfolipaz A,,

en onemli venom alerjeni olarak bilinmektedir [4, 10, 11].

Bir diger onemli peptid MCD peptidi, venomun kuru agirhginin %2-3’t4nu
olusturmakta ve kimyasal olarak apamine benzemektedir.  Dusuk
konsantrasyonlarda uygulandiginda mast hicrelerinden histamin salgilanmasini
uyardigl, yuksek konsantrasyonlarda uygulandiginda ise histamin salgilanmasini
inhibe ettigi gbzlemlenmistir. Bu etkilere, MCD’nin, alerjik reaksiyonlar ile ilgisi olan
immunoglobulin E (IgE) ile olan etkilesiminin sebep olabilecegi dusunulmugtir.
Boylece MCD’nin, anti-alerjenik bir ajan olarak gorev yapabildigi gdsterilmistir [10,
11]. Bu etkilerin yani sira, MCD’nin voltaj bagimli K kanallarini inhibe ettigi

g6zlemlenmistir [14].



Venomun igerdigi tim bilesenler géz 6nune alindiginda, venomun hucreler ve
imman sistem Uzerindeki olumsuz ve zararl gibi gortnen etkileri, arastiricilar icin
Uumit verici olmustur. Venom bilesenlerinin arastirlmasi sonucu edinilen bilgiler
Isiginda venomun, 6zellikle kanser hulcrelerini baskilayici (anti-kanser) ve tumor
gelisimini engelleyici (anti-tumdr) o6zelligi Uzerine g¢alismalar yapilmig ve bu
¢alismalardan olumlu sonuglar elde edilmistir. Bunlara ek olarak venom, kronik agri,
artrit, multipl skleroz, gut hastaligi ve deri hastaliklari gibi birgok hastaligin
tedavisinde klinikte alternatif bir tedavi yontemi olarak uygulanmistir. Boylece, bal

arisi venomunun terapotik amacl kullanimi (apiterapi) yayginlagmistir [10, 12].

2.4. Kok Hiicreler ve Genel Ozellikleri

Kok hacreler ile ilgili olarak yapilabilecek en 6z tanimda su maddeler yer almaktadir;
i. Bu hucreler, kendilerini yenileyebilmekte (kok hucre havuzunu yenileme), ii. Farkli
tip hlcrelere farklilasma yetkinlikleri bulunmakta (potensi) ve iii. Kilon
olusturabilmektedirler (klonalite) [15-17]. Bu hucreler bulunduklari dokuda bir nig
icerisinde, kendilerini cevreleyen ekstraselller matriks ve kendileriyle direkt ya da
indirekt olarak etkilesen diger hucreler ile birlikte, farkhlasmamis halde

bulunmaktadirlar [18].

Dokularda fazla sayida bulunmayan bu hucreler, yagsamlari boyunca sinirli sayida
bolinmekte ve organizma yaslandik¢a, sayilari azalmaktadir. Bolinme hizlarn
genellikle yavas olup, herhangi bir doku yaralanmasi sonrasinda yaralanmanin
siddetine gore bolunme hizlari artmaktadir. Bu hucreler bliyume faktorleri ve sinyal
molekulleri araciligiyla aktive olup, ¢esitli sinyal yollarini (Wnt, Notch, TGF vb.) etkin
bir bigcimde kullanabilmektedirler. Bu o6zelliklerinin yani sira kdk hudcreler, sahip
olduklari gesitli karakteristiklerden oturl strese karsi direng gosterebilmektedirler
[15].

Bir kok hdcre bolundugu zaman, hicrelerden biri kok hicre olarak kok hucre
havuzuna katilirken, digeri farkhlasma yolunda ilerlemektedir. Bu tip bdlinmeye
asimetrik hiacre boélunmesi adi verilmektedir. Bu durumda, kok hicre havuzundan

eksilen kok hicre sayisi tamamlanirken, diger hicre de farklilagsmadan ¢ogalmaya
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devam etmektedir. Farklilagmadan ¢ogalan bu hicrelere gogalan gecici huicreler
adi verilmektedir. Cogdalan gegici hicreler ise ortam sartlari uygun oldugunda ve

belirli sayiya ulastiklarinda farklilasabilmektedirler [15].

Kok hucreler farklilagsma potansiyellerine gore totipotent, pluripotent, multipotent ve
unipotent olmak Uzere dort grupta siniflandiriimaktadirlar. Totipotent kdk hicre
(zigot), bir organizmayi batinlyle meydana getirebilirken, pluripotent kok hucreler
(embriyonik kok hucreler) vicutta her turld hicre tipine donusebilmektedir [19].
Multipotent 6zellik gosteren mezensimal kok hucreler (MKH) -diger adiyla yetiskin
veya dokuya 6zgu kok hucreler- hem in vitro hem de in vivo’da kemik, kikirdak ve
yag hucresi gibi birgok hucre tipine farklilagabilmektedir [20]. Unipotent kdk hicreler
ise sadece bir tip olgun hicre meydana getirebilen hicrelerdir. Bu hicrelere 6rnek
olarak, kasta bulunan miyosatellit hucreleri, korneal epitel hucreleri ve endoteliyal

progenitor hucreler verilebilir [18].

2.5. Mezensimal Kok Hiicreler (MKH)

MKH’ler, embriyo ve fetls gelisiminde énemli géreve sahip olan ve gevsek bir bag
doku olan mezensimden koken almaktadirlar [15, 19]. Bu dokuda bulunan MKH’ler,
mezoderm kokenli olan kemik, kikirdak, kas, yag hucreleri, fibroblastlar, endotel
hicreleri ve miyositlere farkhlasma potansiyeline sahiptirler. Bunlarin yaninda
MKH’ler, endoderm kdkenli olan kardiyomiyosit [21] ve hepatosit [22] gibi hlcrelere
de donusebilmektedirler. MKH’ler in vitro’ya alinip ¢alisildigi ve dogal ortamlarindan
uzaklastirilarak hicre kultarta kosullarinda 6zel muamele gérduklerinden 6tird, bu
hdcrelerin in vivo'daki tam karsiliklari gunimuzde halen tartisma ve arastirma
konusudur. Bu nedenle bu hicrelerin in vitro’da gosterdikleri iglevleri, in vivo’da da
ayni sekilde gdstermeleri beklenmemeli ve yapilacak olan galismalar, bu durum goéz

onune alinarak yuaruttlmelidir [15].

MKH’lerin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi
(International Society for Cellular Therapy, ISCT) tarafindan bir takim kriterler
olusturulmustur. Bu kriterlere goére belirli bir dokudan izole edilen bir hlcrenin
“‘mezengimal kOk hicre” tanimini alabilmesi igin agagida belirtilen 6zelliklere uymasi

gerekmektedir [23]:
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1. Standart kultur kosullarinda muhafaza edildiginde kultar kabinin yuzeyine
tutunabilmeli,

2. CD105, CD73 ve CD90 gibi yuzey antijenlerini ifade ederken, CD45, CD34,
CD14 ya da CD11b, CD79a ya da CD19 ve HLA-DR gibi yuzey antijenlerini
ifade etmemeli,

3. In vitro ortamda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hicre serilerine

farklilasma potansiyeline sahip olmalidir.

Ik kez 1968 yilinda Friedenstein ve meslektaglari tarafindan fare kemik iliginde
tanimlanan MKH’lerin, fibroblastik yapida ince uzun (ig) sekilde olduklari, kalttr
kabinin yuzeyine tutunabildikleri ve koloni olusturabildikleri ifade edilmis ve bu
hdcrelerin, potensi goOstererek mezodermal kokenli birgok hicre tipine

farklhlasabildikleri gozlemlenmistir [19, 24].

MKH’lerin yuzey antijenleri, karakterizasyon icin buyuk onem tasimaktadir. Bu
hicrelerin gen profili ve fenotipi, htcrelerin bulundugu dokuya ve bu dokudaki nis’e,
in vitro’daki kultlr kosullarina ve hatta canlinin tlrtne gore cesitlilik gosterebilmekle
birlikte, yukarida belirtilen ve kabul gormis yuzey belirtegleri ile MKHler,
heterojen6z bir hlcre populasyonunda kolaylikla karakterize edilebilmektedirler
[25].

2.5.1. MKH’lerin Kaynaklar ve Farkli Doku Kokenli MKH’ler

MKH’ler bol kan damarli bag doku iceren doku ve organlarda bulunmaktadirlar ve
kemik iligi, gdbek kordonu stromasi, dental pulpa, periferik kan, kordon kani ve yag
doku (adipoz) gibi birgok doku ve organdan izole edilebilmektedirler (Sekil 2.4).
Fakat her bir kaynaktan elde edilen MKH’ler, genotipik 06zellik, farklilasma
potansiyeli, buylume faktorleri ve sinyal moleklllerine verdikleri cevaplar,
salgiladiklari sitokinler ve kemokinler agisindan birbirlerinden oldukga farklilik

gOsterebilmektedirler [15].

Kemik iligi MKH’leri, kemik iligi biyopsisi ile elde edilmekte ve bu hucreler, genellikle

20 yastan sonra ¢gogalma yeteneklerini kaybetmeye baslamaktadir. Gobek kordonu
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MKH’leri kemik iligi MKH’leri ile karsilastirildiginda, gobek kordonu MKH’leri adiposit
ve kondrositlere daha yavas bir sekilde farklilagsmakta; ancak daha kisa surede

¢ogalarak, daha ge¢ yaslanmaktadir [26].

Dental pulpa MKH’leri noral krest hucrelerinden kdken almakta, nestin gibi noéral
hicre belirteglerini ifade etmekte ve néronlara farklilagabilmektedir. Bu nedenle bu
hdcreler, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, ndrodejeneratif hastaliklar ve

omurilik yaralanmalarinin tedavisi igin preklinik olarak arastiriimaktadir [26].

Periferik kanda ¢ok az sayida MKH bulunurken; kordon kaninin %10-30’'undan MKH
izolasyonu yapilabilmektedir. Kaltir kabinin yuzeyi fetal dana serumu (FBS) ile
kaplandiginda, kordon kanindan izolasyon oraninin arttigi gorulmus; fakat bu
hucrelerin kultir kabinin ylzeyinde cogalmalarinin olduk¢a uzun surdugu (2-4
hafta) belirtilmistir [26].

Adipoz doku MKH’lerinin ise, kemik iligi MKH’lerine oranla daha fazla sayida izole

edilebilmesi ve adipoz dokunun kolay ve bol bir sekilde elde edilebilir olmasindan

dolay! adipoz doku MKH’leri, galismalarda siklikla kullaniimaktadir [19].
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Kemik iligi, gdbek kordonu, adipoz doku, plasenta, akciger, karaciger, deri

A s

Negatif belirtecler

Fare Insan e - / Fare  Insan
Sca-1 Sca-1 T o €D4s cD4s
cD44 CDaa N /" CD34 D34
CD105 D105 gogalma D19 D19
MHC 1= MHC 1= 2 CD11b CD11b
CD140a o7 . v CD11c CD11c
CD73 i MHC I MHC I
€090 Gy / CD31 CD79a

kendini yenileyebilme

Braie =

Adipocyte Osteoblast Chondrocyte Neuron Myocyte

Sekil 2.4. MKH kaynaklari, pozitif ve negatif yuzey belirtecleri ve farklilasma
Ozellikleri [27].

2.6. Adipoz Doku Kokenli MKH’ler

Adipoz doku kokenli MKH’ler, lipoemilim (liposuction) sonucu elde edilen
lipoaspiratlardan veya subkutandz adipoz doku fragmentlerinden fazla sayida elde
edilebilmekte ve in vitro’da kolaylikla gogaltilabilmektedirler. Bu hucreler, adipojenik,
osteojenik, kondrojenik, noérojenik ve miyojenik yonde farklilagsma potansiyellerine
sahiptirler [23].

Adipoz doku, adipositler ve onlari gevreleyerek destekleyen heterojendz hicre
populasyonlarindan olugmakta ve hicre izolasyonu esnasinda toplanan damarca
zengin olan bu adipoz dokuya stromal vaskuler fraksiyon (SVF) adi verilmektedir.
SVF’'de multipotent adipoz doku kokenli MKH’lerin yani sira endotel hicreleri,
fibroblastlar, kan hucreleri, perisitler ve preadipositler bulunmaktadir. Multipotent
Ozellikteki bu adipoz doku kdkenli MKH’ler, karisik hicre populasyonundan kaltur

kabi yuzeylerine tutunma 6zelligi ile ayriimaktadirlar [23, 24].
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Kaltur kabinin ylzeyine tutunan adipoz doku kdkenli MKH’ler, kultare alindiklari
sure boyunca uzun-ince, fibroblastik yapida bir hicre morfolojisi gostermekte ve
kemik iligi kokenli MKH’ler ile kiyaslandiklarinda genetik olarak daha stabil bir yapi
sergilemektedirler [23, 24].

Kemik iligi kokenli MKH’lerin toplanma yontemi aci vermekte ve aspirasyon sonucu
elde edilen hucre sayisi yetersiz kalmaktadir. Adipoz dokudan ise tek seferde bol
miktarda kok hicre toplanabilmektedir. 100 g adipoz dokudan, 100 ml kemik iligi
aspiratindan elde edilen kok hicre sayisinin 300 kati kadar kok hicre elde
edilebilmektedir [24]. Bu nedenle adipoz doku, kok hucrelerin elde edilmesinde
siklikla tercih edilen kemik iligine alternatif, glgli bir kaynak olarak ginumuzde

tercih edilmektedir.

2.6.1. Adipoz Doku Kokenli MKH’lerin Adipojenik Farklilagmasi

MKH’lerin hucre kulturu kosullarinda adipojenik farklilagmasi, fibroblastik morfoloji
gosteren MKH’lerin, multilokler lipid tanecikleri igeren preadipositlere dontisumu ile
gerceklesmektedir (Sekil 2.5). Bu surecte MKH’ler, bir takim sinyaller aracihigiyla
adipojenik yola girmektedirler. Hucre bolunmesinin Gy asamasinda cesitli
transkripsiyon faktorleri sentezlenerek hicrelerdeki glukoz ve lipid metabolizmasi
baslatilmaktadir. Lipid sentezinin baslamasindan 6turu hicre sitoplazmasinda lipid
granulleri artmakta ve bu nedenle hicre, hacmini genigleterek (hipertrofi) yuvarlak
bir morfoloji gostermektedir. Farklilagsmanin son asamasinda ise bu granuller
birlesip tek bir lipid tanecigi haline gelerek olgun adiposit olusumu

g6zlemlenmektedir [15].

Hucre sitoplazmasinda biriken lipid damlaciklari, Oil Red O boyasi ile 1sik
mikroskobunda kirmizi renkte gdzlemlenebilmektedir. Oil Red O boyasi, yagda
¢ozlUnebilen ve adipositlerdeki nétral lipid damlaciklarinin saptanmasinda siklikla

tercih edilen guvenilir bir boyadir [15].

In vitro’da adipojenik farklilastirma icin, MKH’lerin 6zel bir besiyeri ile uyariimalari

gerekmektedir. Bu adipojenik besiyerinde, seruma (FBS) ek olarak deksametazon,
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3-izobitil-1-metil-ksantin (IBMX), indometazin ve inslin bulunmaktadir. inslin, Akt-
TSC2-mTORC1 sinyal yolu araciligi ile adipojenezin baglamasini uyaran gok dnemli
bir hormondur ve hucrelerde trigliseridlerin birikimine neden olmaktadir [27].
Deksametazon, adipositlere 6zgu transkripsiyon faktorlerinden olan PPARy2 ve
C/EBP’nin sentezlenmesini uyarmakta [29]; IBMX ise deksametazonun etkisini
sinerjik bir sekilde artirirken, osteojenik belirtecler olan Runx2 ve Opn genlerinin
baskilanmasini saglamaktadir [15]. indometazin de IBMX gibi osteojenezi
baskilamakta ve farklilagma ile ilgili olan proteinlerin salgilanmasini uyarmaktadir
[30].

A
Proliferasyon Proliferasyonun =
y durma?l5| Klonal gogalma Erken farklilagma Geg farklilasma
o e Iy lese o a0 \
o o .. o o - A ‘
° o o7  {, 27 : AZs (Y (] ° o \ \ '
o> oVitg® -. 3 : & (o '~ o \ \
Preadipositler Preadipositler Preadipositler Olgunlasmamis adiposit Olgun adiposit
Prekonfluent Konfluent Mitotik bolinmeler C/EBPa ve PPARYnIn C/EBPa, C/EBPB, PPARY
C/EBPB ve C/EBP&'nin  uyariimasi ve spesifik adiposit
uyariimasi genlerinin transkripsiyonu
B
PPARy spesifik
C/EBPB , C/EBPS C/EBPa C/EBPB ' C/EBPo. PPAR adiposit
— Dig‘l” - BA-OL‘— L genleri
C/EBP-Response DR1 genier C/EBP-Response DR1
Element Element
Erken adipojenez Olgun adiposit

Sekil 2.5. Preadipositlerin adipositlere farklilasmasi. (A) Preadipositten olgun
adiposite donusumun evreleri: Proliferasyon, proliferasyonun durmasi, klonal
¢ogalma, erken farklilasma ve ge¢ farklilagsma. (B) Adipojenezin transkripsiyonal
kontroll. Erken adipojenik evreden, olgun adiposit olusumuna kadar rol oynayan

transkripsiyon faktorleri [31].

MKH’lerin bir hafta boyunca adipojenik yonde uyarilmasi sonucunda erken evrede
hlcrelerde lipid damlaciklari birikmeye baslamakta ve PPARy, C/EBP a/p/,
lipoprotein lipaz (LP), ve FABP4/aP2 (fatty acid-binding protein-4) gibi protein ve

transkripsiyon faktorleri saptanabilmektedir [15, 23].
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2.6.1.1. Adipojenezde Rol Oynayan Trankripsiyon Faktorleri

Nukleer bir reseptor olan PPARYy (peroxisome proliferation-activated receptor y),
MKH adipojenezini duzenleyen 6nemli bir adipojenik regulatordir. PPARy’nin uzun
zincirli yag asitleri ve thiazolidinedion bilesenleri gibi ¢esitli ligandlara baglanmasi,
PPARy’'nin aktivasyonuna ve baskilanmasina neden olmaktadir. Yapilan son
calismalarda, bipotent koregulator olan TAZ'in, osteojenik bir belirte¢ olan
Runx2’nin aktive olmasina ve PPARYy’nin baskilanmasina neden oldugu bulunmus,
bdylece osteojenez desteklenirken, adipojenezin baskilandigi saptanmistir. Bunun
tam tersi bir durumun da mumkuin olabilecedi gosterilmistir [19]. PPARY ile birlikte
SREBP1 (sterol regulatory element-binding trancription factor 1) ve C/EBP
(CCAAT-enhancer-binding protein) transkripsiyon faktorleri, adipojenezin
baslamasi ve devam etmesi igin ¢esitli genlerin ifade edilmelerini saglamaktadirlar
[15].

Transkripsiyonal faktorler arasinda etkilesimin goruldugu bir diger drnek ise gerime
dayali mekanik uyarimdir. Fare embriyonik akciger MKH’lerine gerim
uygulandiginda bu hicrelerin miyositlere donustukleri, gerim uygulanmadiginda ise
bu hicrelerin adipositlere donugstukleri gosterilmistir. Bu mekanik uyarim, hiicrelerde
TIPs (tension-induced/inhibited proteins) adi verilen spesifik izoformlarin aktive
olmasina neden olmaktadir. TIP-1, hlcrelerde gerimin olmadigi durumda ifade
edilip adipojenezi desteklerken; TIP-3, miyojenezi desteklemektedir. Ayrica TIP-1,
adipojenez esnasinda hucrelerin yuvarlak sekil almalarindan sorumlu bir izoform

olarak gorev yapmaktadir [20].

2.7. Bal Arnisi Venomu ile Yapilan Hucre Kultiirii Galigmalari

Literatirde ari venomunun terapétik bir ajan olarak anti-kanser, anti-tumor, anti-
proliferatif ve anti-nosiseptif (agri engelleyici) oOzelliklerinin yani sira, hucresel
farklilagstirma potansiyelinden yararlanilan calismalara da rastlaniimaktadir. Bu
calismalar genellikle hicre hatlari dizeyinde yapiimig ve farkli tipte kanser hicre

hatlar ise bu konuda en fazla tercih edilen hicreler olmustur.

Yapilan bir galismada, insan akut miyeloid I16semi hicreleri (HL-60) ile ¢alisiimis ve
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bu malignant kanser hucrelerinin  1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25-(OH),VD3)
araciligiyla yuksek proliferasyon 06zelliginin yok edilmesi ve bu hicrelerin
monositlere farkhlastiriilmasi amacglanmistir. 1,25-(OH),VD3; ‘Un, HL-60 dahil birgok
kanser hucresi Uzerinde yuksek duzeyde farklilagsmayi uyardigi bildirilmigtir. Fakat
bu vitaminin suprafizyolojik konsantrasyonlari hucrelerde letal bir hiperkalsemiye
neden olmaktadir. Bu nedenle bu bilesik, ancak baska ajanlarla birlikte
kullanildiginda hucrelerden pozitif sonuglar alinmigtir. Art venomunun hem anti-
kanser hem de farkhlasmayi uyarici Ozelliklerinden yola c¢ikilarak, HL-60
hicrelerinin  monositlere farklilastirlmasinda ari venomu ve 1,25-(OH),VDs
arasindaki sinerjik etkiden yararlaniimistir. 2.5 pg/ml ari venomu ve 5nM 1,25-
(OH),VD3; konsantrasyonlarinin  olusturdugu kombinasyon, COX ve NF-kB
aktivitesini inhibe ederek 1,25-(OH),VDs'un, HL-60 hucreleri Uzerindeki anti-

proliferatif ve farklilagtirmayi uyarici 6zelligini artirmistir [32].

Bir diger ¢alismada, murin P19 embriyonik karsinoma hucreleri ile ¢aligiimigtir. Bu
hicrelerin belirli konsantrasyonlarda retinoik asit (RA) ile muamele edildiklerinde,
retinoik asit (RAR) and retinoid X (RXR) nukleer reseptor-ailelerinin aracilik ettigi
sinyal vyollar ile, néron ve astroglia hucrelerine farkhlastiklari gdsterilmistir.
Calismanin sonunda 5x107 M RA ve 3 ug/ml ari venomunun ayri ayri ndronal
farklilasmayi destekledigi, fakat bu iki bilesik bir arada kullanildiginda olusan sinerjik
etkinin, noronal farklilagsma potansiyelini %93,5 oraninda artirdigi tespit edilmistir
[33].

2.8. Farkli Canh Tiirlerine Ait Venomun MKH Farklilagmasi Uzerine Etkileri

GUnumuzde, venomun farkl hicre tiplerine uygulanmasi ile yapilan ve bir dnceki
ana baslkta deginilmis olan hicre kualtiri c¢aligmalarinin yaninda, hem ari
venomunun hem de diger hayvan gruplarina ait venomun, MKH’lerde de hucresel

farklilagmayi uyardigi bilinmektedir.

Kobra (Naja atra) venomundan izole edilen sinir buyume faktorinun (nerve growth
factor, NGF), kemik iligi MKH’lerinin kondrojenik farklilagmasindaki etkisinin

arastinldigi bir galismada, bir néropeptid olan NGF’nin kikirdak metabolizmasinda
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rol aldigi ve kondrojenik farkhlasmayi uyardigina dair bir hipotez kurulmus ve bu
hipotez hem in vitro hem de in vivo'da test edilmistir. Yeni Zelanda tavsanlarinda
patella Uzerinde dort mm g¢apinda bir kikirdak defekti olusturulmus ve deneyler bu
kikirdagin onarimina yonelik olarak tasarlanmigtir. Elde edilen sonuglara gore,
NGF’nin kemik iligi MKH’lerinde kikirdaga 6zgu belirteclerin ifadesini artirdigi
g6zlemlenmistir. Ayrica NGF ile muamele edilen kemik iligi MKH’lerinin kikirdak
Uzerindeki terapotik etkisinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu saptanmigtir.
Bunlara ek olarak, NGF aracili kondrojenezin, NGF’nin spesifik reseptori TrkA
aracihiginda PI3K/AKT ve MAPK/ERK sinyal yollarinin aktivasyonu ile gerceklestigi
bildirilmigtir [34].

Kemik iligi MKH’leri ile yapilan bir diger ¢alismada ise, ¢ingirakh yilan (Crotalus
durissus terrificus) venomundan elde edilen heterolog fibrin dolgusunun
(heterologous fibrin sealant, HFS) osteoporotik siganlarda G¢ boyutlu biyolojik bir
iskele olarak kullanimi arastiriimigtir. Siganlarin femurunda 5 mm ¢apinda bir defekt
olusturuimus ve bu defektin HFS/Kemik iligi MKH kombinasyonu ile onarimi
saglanmistir. On dorduncu gunde bu kombinasyonun, defekt bdlgesinde kontrol
grubuna gore daha fazla sayida kemik hicresi olusumuna neden oldugu
belirtiimigtir. Buna ek olarak HFS’'nin, MKH’lerin osteojenik yonde farklilagmasini

uyardigl gézlemlenmistir [35].

2.9. Bal Arisi Venomunun MKH Farklilagmasindaki Rolleri

Gobek kordonu MKH’leri ile yapilan bir galismada bu hucreler, 1,2,3,4,5,6 ug/ml ari
venomu konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. 4, 5 ve 6 pg/ml ari venomu
konsantrasyonlarinin MKH’leri osteojenik ortam olmaksizin saglikli osteositlere
donusturduagu, 14 ve 21. gunlerde yapilan Alizarin Red boyamasi ile gosterilmistir
[36].

Bir diger calismada, yine gobek kordonu MKH’leri kullaniimis fakat bu sefer ari
venomu ve D3 vitaminin sinerjik etkisinden yararlaniimigtir. Hem D3 vitaminin hem
de ari venomunun, kok hucreleri osteojenik yonde farkhlastirdigi bilinmektedir.

Buradan vyola c¢ikarak yapilan bu c¢alismada, ari venomunun D3 vitaminin
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farkhlastirma potansiyelini artiracagi hipotezi kurulmus ve bu hipotez test edilmigtir.
Alizarin Red boyamasi ve alkalen fosfataz testi yapildiginda, ari venomunun toksik
olmayan konsantrasyonlarda (2, 4 ve 6 pg/ml) MKH’lerde kismi bir osteojenik
farklilagsmaya neden oldugu goézlemlenmigstir. Hucrelere ari venomu/D3 vitamini
kombinasyonu uygulandiginda ise 21 gunin sonunda osteoblasta donusen
hucrelerin, yalnizca ari venomu veya yalnizca D3 vitamini uygulamalarina gore
sayica daha fazla olduklari bildirilmistir. Boylece ¢alismanin baginda kurulan hipotez

dogrulanmis, iki bilesik arasinda sinerjik bir etki oldugu gosterilmigtir [37].

2.10. Tez Galismasinin Amaci

Kok hucrelerin tek basina veya bir doku iskelesi ile birlikte kullanilarak doku ve organ
hasarlarinin onarimi, gunumuz tip didnyasinda tedavi yontemi olarak oldukga
yenilikgi bir fikir olarak ortaya cikmistir. Ozellikle son yillarda bu amagla doku
muhendisligi alaninda yapilan g¢alismalar, klinik uygulamalar igin blyluk 6nem

tasimaktadir.

Doku muhendisliginin temelini, herhangi bir dokuda hucrelerin etrafini saran ve
onlari destekleyen ekstraselller matriks (ESM) yapisi olusturmaktadir [36, 37]. Bu
kompleks yapinin igeriginde, laminin, kollajen, proteoglikan, glukozaminoglukanlar
(GAGs) gibi proteinler ve polisakkaritler bulunmaktadir ve ESM’nin yapisi her doku
ve organa gore degisiklik gostermektedir [38, 40].

Doku muhendisliginde kullanilan “iskele” terimi, in vivo'’daki ESM’ye karsilik gelen
bir yapiy tanimlamak igin kullaniimaktadir. islevini gerceklestirebilen bir iskele, tipki
in vivo ESM gibi hicreleri destekleyebilmeli, hiicre adezyonunu, proliferasyonunu,
farklilagsmasini ve go¢unu tesvik edebilmelidir. Kompleks in vivo ESM’nin
Ozelliklerini gosterebilecek —bir diger deyim ile taklit edebilecek- bir iskele
olusturulmasinin zorlugundan dolayl dokulardan dogal olarak elde edilen doku
iskeleleri, yani biyolojik iskeleler tercih edilmektedir [38, 41]. Bu iskeleler ancak bir
seri fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemler ile hicrelerinden arindiriima islemleri
(deselulerizasyon) gecirdikten sonra, doku ve organ hasarlarinin onariminda
kullanilabilmektedir [42].

19



Uzerinde klinik olarak gok fazla caligmalar yapilmis doku hasarlarindan birisi de
yumusak doku hasarlaridir. Bu hasarlar arasinda meme kanseri sonucu mastektomi
ya da lumpektomi operasyonu geciren hastalarda olusan adipoz doku kaybi da
bulunmaktadir. Klinik raporlara goére, adipoz dokunun yeniden olusturulmasi ve
yenilenmesinde adipoz dokudan elde edilen biyolojik iskeleler ve bu iskeleler ile
birlikte kullanilan adipoz doku kokenli MKH’ler énemli rol oynamaktadir. Adipoz
dokunun hastalardan kolaylikla ve bol bir sekilde elde edilebilir olmasi ve dolayisiyla
bu dokuda ¢ok bol bulunan adipoz doku kékenli MKH’lerin izolasyonunun kolaylgi,
bu hdcrelerin doku mihendisliginde siklikla tercih edilmesine neden olmustur [43,
44].

Adipoz doku koékenli MKH’ler, hiicre kultirt ortaminda 6zel adipojenik besiyerleri ile
uyarilarak adipojenik yonde farklilagsabilmekte ve adipojenez sonucu olgun
adipositlere donusebilmektedirler. Yapilan bu tez g¢alismasinda ise, herhangi bir
adipojenik besiyeri kullanilmaksizin ari venomunun hucresel farklilagstirma
Ozelliginden yararlaniimig ve venomun adipoz doku kdkenli MKH’leri adipojenik
yonde uyararak bu hulcrelerde adipojenezi baslatip baslatmadigi test edilmigtir.
Boylece olasi bir adipojenez sonrasi adipositlere farklilasan adipoz doku kokenli
MKH’ler, ileride c¢esitli asamalardan gegirilerek, klinikte kullaniimak Uzere
hazirlanacak ve uygun yag doku iskeleleri ile bir araya getirilen MKH’ler, doku

kayiplarinin giderilmesi i¢cin dnemli bir kaynak olabilecektir.

2.11. Tez Galisma Plani

Bu tez kapsaminda, literatur taramasi sonucu elde edilen bilgiler ve gozlemler
dahilinde sigan adipoz dokusundan izole edilmis olan adipoz doku kdkenli MKH’ler
ve bal arisi venomu ile galisiilmaya karar verilmigtir. Calismanin hipotezi asagidaki

sekilde kurulmustur:

Hy hipotezi

Bal arisi venomu, standart kiiltlir kosullarinda adipojenik besiyeri olmaksizin tek

basina adipoz doku kékenli MKH’ler (lizerine uygulandiginda, bu hiicrelerin
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adipojenik farklilagma potansiyeli lizerine herhangi bir etki gbéstermemekte ve
hicreleri uyararak adipojenik ybénde farklilagtirmamaktadir. Bu nedenle ari

venomu, adipojenezi baslatan bir ajan olarak gérev yapmamaktadir.

H; hipotezi:

Bal arisi venomu, standart Kliltiir kosullarinda adipojenik besiyeri olmaksizin tek
basina adipoz doku kékenli MKH’ler (lizerine uygulandiginda, bu hiicrelerin
adipojenik farklilasma potansiyeline etki etmekte ve hlicreleri uyararak adipojenik
ybnde farklilagtirmaktadir. Bu nedenle ari venomu, adipojenezi baglatan bir ajan

olarak gérev yapmaktadir.

Hipotezin kurulmasinin ardindan bir dngérude bulunulmustur. Bu dngéruye gore,
bal arisi venomunun, adipoz doku kokenli MKH’leri adipojenik ydnde
farklhlastiracagi, adipositlere donusen veya donisme asamasinda olan hicrelerde
notral lipid damlaciklarinin gézlemlenecegi ve bu damlaciklarin Oil Red O boyamasi
ile gdsterilebilecegi disinulmustir. Ongériinin ardindan ise hipoteze uygun bir

deney tasarimi yapilarak hipotez test edilmis ve bir karara variimistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Adipoz Doku Kékenli MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Hucre kultird calismalari igin, laboratuvarimizda daha onceki c¢alismalarimiz
kapsaminda izole edilerek dondurulmus olan hucreler kullaniimistir. Bu hucreler,
si¢an subkutan adipoz dokusundan primer eksplant kultlr ydntemi ile izole edilmistir
[45]. izole edilmis olan hiicreler, birinci pasajdan (P/1) sonra standart hiicre
dondurma yodntemi kullanilarak dondurma besiyeri (%50 FBS, %40 DMEM/F12,
%10 DMSO) igerisinde dondurularak sivi azot ortaminda -196°C’de stoklanmistir.

Bu tez galismasi kapsaminda P/1’deki hicreler sivi azottan alinarak hizla sicak su
banyosunda (37°C) ¢b6zdurulmis ve hicre suspansiyonu 800 rpm’de bes dakika
santrifij edilmistir. Santriflj sonunda supernatan dokulmus ve tup dibindeki hicreler
(pelet), DMEM/F12 (%10 FBS, %0,5 penisilin/streptomisin) ile sispanse edilerek 25
cm?lik kaltar kaplarina aktarilip etivde standart kultur kosullarinda (37°C, %5 CO,)

inktbe edilmistir.

Hucreler kaltar kaplarinin yizeyini tamamen kaplayarak konfluent hale geldikten
sonra, tripsinizasyon yontemi ile pasajlama yapilmigtir. Tripsinizasyon yonteminde
hicrelerin  Uzerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve hucrelerin Uzerine 0,5 ml
tripsin/EDTA eklenerek hucreler ettuve kaldiriimistir. Yaklasik 5-10 dakika i¢erisinde
tripsin/EDTA’nIn etkisiyle hicreler yiuzeyden ayrilmaya baslayarak suspanse hale
gelmistir.  Slspanse haldeki hucreler, DMEM/F12 (%10 FBS, %0,2
penisilin/streptomisin) ile muamele edilmis ve santriflj tipune alinarak 800 rpm’de
bes dakika santrifiij edilmistir. islem sonunda siipernatan doékilmis ve tiip dibindeki
hacreler (pelet), DMEM/F12 (%10 FBS, %0,2 penisilin/streptomisin) ile sispanse
edilerek 25 cm”lik kiiltir kaplarina aktarilip 37°C—%5 CO, hava sartlarindaki
standart kdltur kosullarinda inkube edilmistir. Hucreler kultur kaplarinin yuzeyini
tamamen kaplayana dek inkibasyona devam edilmis ve pasajlama iglemi iki kez
daha tekrar edilmigtir. Boylece P/3 hucreler elde edilmis ve deneylerde kullaniimak

Uzere hazir hale getirilmistir.

22



iy
/”%l:”/l T,

Sekil 3.1. Hucre kulturu ¢alismalarinin yapildigi calisma kabini.

3.2. Adipoz Doku Kokenli MKH’lerin Karakterizasyonu

Adipoz doku kdkenli MKH’lerin (P/3) karakterizasyonu igin akis sitometri analizi ve

immunfloresan boyama yontemleri kullaniimigtir.

3.2.1. Akis Sitometri Analizi ile Karakterizasyon

Akis sitometri analizinin birgok kullanim alani olmakla birlikte, bu galismada analizin
immunfenotipleme 6zelliginden yararlaniimigtir. Bu analizde cesitli antikorlar ve
florokromlar kullanilarak, hicre icerisinde ve ylzeyinde bulunan gesitli proteinler,
organeller ve hucrenin diger bilesenleri ve 6zellikleri (DNA miktari, enzim aktivitesi,
hdcre canlihdi vb.) saptanabilmektedir. Akis sitometri ile bir sispansiyon igerisinde
bulunan htcreler, 6zel bir bdlmede lazer 1s1gina maruz birakilmakta ve hicrelerden

yansiyan sinyaller ¢esitli detektor ve filtreler ile tespit edilerek analiz edilmektedir.

Buradan yola gikarak, adipoz doku kdkenli MKH’lerin immunfenotiplenmesinde bu
hlcrelere 6zgu olan ve hucrelerin yluzeyinde bulunan CD29, CD54 ve CD90

antijenleri (pozitif belirtecler) ile, hiicrelerin yuzeyinde bulunmayan CD45, CD106 ve
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MHC Sinif Il antijenleri (negatif belirtegler) kullaniimigtir. Bdylece, izole edilen
MKH’lerin fenotipik karakterleri belirlenmistir. Analizler, Kocaeli Universitesi Kok

Hucre ve Gen Terapisi Arastirma ve Gelistirme Merkezi'nde (KOGEM) yapilmigtir.

3.2.2. immiinfloresan Boyama ile Karakterizasyon

imminfloresan boyama yonteminde MKH’lere 6zgii olan CD13 ve CD29 yiizey
antijenleri kullanilmistir. Kaltur kaplarinda ¢ogaltilan P/3’deki hacreler, primer ve
sekonder antikor solusyonlari ile muamele edilerek floresan mikroskopta

incelenmistir. Yontem, EK 1.’de belirtilen sekilde uygulanmistir.

3.3. Bal Arisi Venomunun Eldesi ve HPLC Analizi ile Karakterizasyonu

Calismalarda kullanilan ari venomu, New Technology Laboratory (Gurcistan)'den
ticari formda temin edilmistir. Urlin bilgisine gére venom, arilardan elektro sok
yontemi ile elde edilmistir. Bu yontem ile arinin cam levha uzerine salgiladigi venom,
kurutularak levhadan kazinmis ve gesitli islemlerden gegirilmigtir. Bu islemler Argon
gazi varliginda yapilmis ve bdylece, venomun hava ile temasi minimuma indirilerek
venomun oksidasyonunun engellenmesi amaglanmistir. Ardindan hava gegirmeyen
koyu renkli bir tip icerisinde, polietilenden yapiimis bir paket ile sarili halde

tarafimiza iletilmigtir.

Venomun karakterizasyonu icin kullanilan HPLC analizi, venomun temin edildigi
laboratuvar tarafindan yapilmistir. Yapilan HPLC analizine goére calismalarda
kullanilan ari venomu, %65 melittin, %5.99 apamin ve %18.3 oraninda fosfolipaz A;
icermektedir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Calismalarda kullanilan ari venomunun HPLC analizi sonuglar (New

Technology Laboratory, Gurcistan).

3.4. Ari Venomunun Sitotoksik Etkisinin incelenmesi

Ari venomunun adipoz doku kdkenli MKH’ler Gzerindeki sitotoksik etkisini incelemek
amaci ile 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliyum bromid (MTT) analizi
uygulanmigtir. Aktif metabolizmaya sahip canli hucreler, sari renkli, suda
¢ozUnebilen bir tetrazolium tuzu olan MTT'yi, mitokondriyal dehidrogenazlar ile suda
¢6zinemeyen mor renkli formazan kristallerine donasturarler. Hucreler élduklerinde
ise, MTT'yi formazan kristallerine donugtirme kabiliyetlerini yitirirler. Bu nedenle
mor renk olusumu, canli hucreler icin elverigli bir belirtectir ve renk yodunlugu ile

hdcre canhligi arasinda dogru oranti vardir.
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MTT analizinden 6nce konsantrasyonlart 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml,
40 mg/ml, 50 mg/ml ve 100 mg/ml olacak sekilde ari venomu tartilarak DMEM/F12
icerisinde vortekslenerek ¢ozulmustir. Ardindan stok solusyonlar, 0,22 p’luk filtreler

kullanilarak steril edilmistir.

MTT analizi icin hiicreler, sayica 8x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
kaltar kaplarina ekilmigtir. 24 saat sonra, hucrelerin Uzerindeki besiyeri
uzaklastirilmig, sirasiyla steril venom solusyonlari eklenmis ve venomun etkisi 4,
24, 48, ve 72. saat boyunca takip edilmigtir. Deney duizenegi alti tekrarli olacak
sekilde tasarlanmistir. Analiz sonuglarina gore hucrelerin yarisinin 6limune neden
olan doz, 50 mg/ml olarak belirlenmis ve bir sonraki deney asamasinda hucrelere

uygulanmigtir. MTT analizi EK 2’de belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.

3.5. Art Venomunun Adipoz Doku Koékenli MKH’ler Uzerinde Adipojenik

Farkhlagtirma Potansiyelinin incelenmesi

Venom ile muamele edilen adipoz doku kokenli MKH’lerin, kultir ortaminda
adipojenik besiyeri olmaksizin adipojenik yonde farklilasma potansiyellerini
godzlemlemek amaciyla hiicreler, 2x10* hiicre/300pl olacak sekilde sekiz kuyucuklu
kaltdr kaplarina ekilmigtir. Hucrelerin besiyeri 21 glin boyunca iki glinde bir
degistirilmistir. 50 mg/ml venom konsantrasyonu, DMEM/F12 igerisinde ¢ozulerek

hazirlanmis ve 0,22 Y'luk filtreler ile steril edilerek hiucrelere uygulanmistir.

7, 14 ve 21. gunlerde adipojenezin baglamasi sonucu hicrelerde olusan nétral lipid
damlaciklarini gostermek Gzere Oil Red O boyamasi yapilarak inverted mikroskopta
hucrelerin fotograflari ¢ekilmis ve huicreler 21 gin boyunca morfolojik olarak

incelenmistir. Buna gore u¢ deney grubu tasarlanmistir:

1) Negatif Kontrol Grubu: Bu gruptaki hicreler 21 gun boyunca sadece
DMEM/F12 (%10 FBS, %0,2 penisilin/streptomisin) ile muamele edilmis ve
hicreler 7, 14 ve 21. gunlerde Oil Red O ile boyanmistir.

2) Pozitif Kontrol Grubu: Bu gruptaki hicreler 21 guin boyunca adipojenik besiyeri
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(DMEM/F12, %10 FBS, %0,1 penisilin/streptomisin, 5 pg/mL insulin, 60 yM
indometazin, 10'M deksametazon, 500uM 3-izobiitil-1-metilksantin) ile

uyariimig ve hucreler 7, 14 ve 21. gunlerde Oil Red O ile boyanmistir.

3) Venom Uygulanan Deney Grubu: Bu gruptaki hucreler 21 gun boyunca 50
mg/ml venom konsantrasyonu ile uyariimis ve hucreler 7, 14 ve 21. gunlerde Oil

Red O ile boyanmistir.

3.5.1. Adipojenez Seviyesinin Skorlanmasi

Adipojenez seviyesi, bir kuyucugun ortasinda bulunan ve lipid damlacigi igeren 100
hicre skorlanarak belirlenmig, U¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Skorlama,

Imaged programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Her bir hlcrenin adipojenez seviyesi, lipid damlaciklari ile kapli yiuzde sitoplazma
orani baz alinarak hesaplanmistir: Duzey 0: Adipojenez yok; Diuzey 1: %0—24;
Duzey 2: %25—50; Duzey 3: %51—75; Duzey 4: %76—100 [46, 47].

3.5.2. Oil Red O Boyamasi

Oil Red O boyamasi sekiz kuyucuklu kultir kaplarinda yapilmis ve boyamanin
ardindan kuyucuklar, inverted mikroskopta incelenerek fotograflar ¢ekilmistir. Oil
Red O ile hucrelerin igerisindeki noétral lipid damlaciklart kirmizi renkte, hucre
cekirdekleri ise Hematoksilen boyasi ile mavi-mor renkte boyanmistir. Boyama

protokolu EK 3’te belirtilen sekilde uygulanmigtir.

3.6. istatistiksel Analizler

Sitotoksisite  testinde  (MTT  analizi)  hucrelere  uygulanan  venom
konsantrasyonlarinin, zamana (4, 24, 48 ve 72. saat) ve konsantrasyona bagli
olarak hiicre canlili§i Uzerinde gdsterdigi farkliliklar parametrik bir test olan iki Yonli

Varyans Analizi ile incelenmigtir. Gruplar arasindaki farklihgr géstermek igin ise bir

post-hoc testi olan Bonferroni testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Adipoz Doku Kékenli MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Calismamizda, primer eksplant kaltir yontemi kullanilarak sigan subkutan adipoz
dokusundan izole edilen [45] ve sivi azot ortaminda -196°C’de dondurma besiyeri
ile dondurularak muhafaza edilen adipoz doku kokenli MKH’ler kullaniimistir.
Hucreler -196°C’den c¢ikartilarak standart kualtir kosullarina getirilmis  ve
pasajlamalar yapilarak deneylerde kullaniimak Gzere hazirlanmigtir. Standart kaltir
kosullarinda inkiibasyon suresince hucreler, fibroblastik morfolojideki mezensimal
kok hucre 6zellikleri gdstermis ve inkibasyonun devaminda konfluent hale gelerek

kultar kabinin yazeyini kaplamiglardir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Adipoz doku kokenli MKH’lerin P/3’deki morfolojisi (x4).

4.2. Adipoz Doku Kokenli MKH’lerin Karakterizasyonu

P/3’deki adipoz doku kokenli MKH’lerin karakterizasyonu igin akis sitometri analizi
ve immunfloresan boyama olmak Uzere iki yontem kullaniimigtir.
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4.2.1. Akig Sitometri Analizi ile Karakterizasyon

Adipoz doku kokenli MKH’ler akis sitometri analizi ile immunfenotiplendiklerinde
MKH’lerde bulunan CD29, CD54 ve CD90 vyuzey antijenleri igin pozitif, bu
hicrelerde bulunmayan CD45, CD106 ve MHC Sinif Il yuzey antijenleri icin negatif
sonug vermistir. Akis sitometri analizinin sonuclari Sekil 4.2’de gosterilmigtir. Analiz
sonuglarl deg@erlendirildiginde, P/3’deki MKH populasyonunun %95 ve daha
fazlasinin CD29, CD54 ve CD90 antijenlerini bulundurdugu, populasyonun %2 ve
daha azinin CD45, CD106 ve MHC sinif Il antijenlerini igerdigi saptanmigtir. Her iki
grup yuzey antijenleri igin de ylksek dogruluk orani gosteren bu sonuglar, MKH’ler

icin belirlenen antijen ifadesi kriterlerine uymaktadir.

CD29 (integrin B41), MKH’lerin adezyonu ve gogunde gorev alirken [48] ; CD90 (Thy-
1), immunglobulin superailesine ait bir Gyedir ve CD29 gibi hlcrelerin adezyonu ve
gogunde gorev almaktadir [49]. Bu belirte¢, MKH karakterizasyonunda siklikla
kullaniimaktadir. CD54 (ICAM-1), hucrelerin haberlesmeleri, diapedezi ve hicre-
hicre adezyonundan sorumludur. Adipoz dokudan izole edilen MKH’lerde CD54’Un
ifadesi cok yuksektir. MKH’lerde dusuk seviyelerde ifade edilen MHC Sinif |
molekulleri ise, dogal oldurtcu hucreleri (NK) baskilamakta ve bu hucrelerin

¢ogalmasini engellemektedir [44].

MHC Sinif I molekllleri sadece antijen sunan hucrelerde ve lenfositlerde
bulunmaktadir. Bu sinif molekullerin MKH’lerde bulunmamasindan dolayr MKH’ler
hipo-immunojenik hucrelerdir [60]. CD45, hematopoetik hicre belirtecidir ve
MKH’lerde bulunmamaktadir. Bu molekdul, hicrelerin gogalmasi ve farklilagsmasinda
gorev almaktadir. CD106 (VCAM-1) ise hematopoetik hiicre ve endoteliyal hicre
belirtecidir ve MKH’lerde bulunmamaktadir. Bu molekdl, lenfositler, monositler,

eozinofiller ve bazofillerin vaskuler endotelyuma adezyonunu saglamaktadir [44].
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Sekil 4.2. Sican adipoz doku kokenli MKH’lerinin akis sitometri analizi sonuglari.
Fenotipi pozitif olan antijenler (= %95): CD29, CD54 ve CD90. Fenotipi negatif olan
antijenler (< %2): CD45, CD106 ve MHC sinif lI

4.2.2. immiinfloresan Boyama ile Karakterizasyon

immiinfloresan boyama yéntemi ile MKH’lere 6zgii olan CD13 ve CD29 yiizey
antijenleri gosterilerek, kulturdeki hucrelerin karakterizasyonu yapilmigtir. Hicreler
FITC icin 493-528 nm dalga boyunda floresan aydinlatma ile inverted mikroskopta
goruntulenmigtir (x10). Buna gore hucrelerin CD13 ve CD29 igin pozitif boyanmasi
(Sekil 4.3), izole edilen tum huicrelerin MKH karakteristiginde oldugunun bir

gOstergesidir. CD29 (integrin B+1), MKH’lerin adezyonu ve gog¢linde gorev almakta;
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CD13 (Aminopeptidaz N), MKH’ler diginda granulositler, monositler ve endoteliyal

hicrelerde de bulunmaktadir.

Sekil 4.3. P/3'deki MKH’lerin (a) CD13, (b) CD29 yuzey antijenlerine ait floresan

boyama goruntuleri (x10).
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4.3. Art Venomunun Sitotoksik Etkisinin incelenmesi

Calismamizda, iki parametrenin (ari venomu konsantrasyonu ve zaman) tekrarli

Olgcumlerinin degerlendiriimesinde iki yonlu varyans analizi kullaniimigtir.

MTT analizinde, birinci etken ari venomu konsantrasyonu, ikinci etken ise
zamandir. Zaman igindeki Olgimler her bir konsantrasyon igin yapilmistir,
dolayisiyla tekrarlamalar s6z konusudur ve zaman etkeni i¢in olglimler birbirine

bagimhdir. Kullanilan parametreler ve degerleri, Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismamizda kullanilan parametreler ve degerleri.

Ari Venomu
Konsantrasyonu Famag
5 mg/ml 4. saat
10 mg/ml 24. saat
20 mg/ml 48. saat
30 mg/ml 72. saat
40 mg/ml
50 mg/ml
100 mg/ml

Venom Konsantrasyonlari ve Zaman Arasindaki Etkilesimin F istatistigi ile

Test Edilmesi

v' P anlamlilik diizeyi %0,01 (P< 0,0001) olarak alinmigtir.

* Hp hipotezi: Etkilesim anlamsizdir (konsantrasyon x zaman).

* Hy hipotezi: Etkilesim anlamlidir.

FetkiLesim=2,676 degeri FragLo degerinden buyuk oldugundan dolayi, etkilesimin
onemli oldugu sonucuna varilmig (P< 0,0001) ve Ho hipotezi reddedilmistir. Buna
gore, hiucre canhiligi uzerine venom konsantrasyonu ve zamanin ortak

etkisinin oldugu yorumu yapilmistir.
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Sekil 4.4. Ari venomunun adipoz doku kokenli MKH’lerin hicre canliligina olan

etkisinin zamana ve konsantrasyona bagh degisimi

Ari venomunun farkli konsantrasyonlarda hucre canliligina olan etkisi Sekil 4.4'de
verilmigtir. Buna gore, her bir venom konsantrasyonunun adipoz doku kokenli
MKH’ler Uzerindeki sitotoksik etkisi, kontrol grubu ile karsilastirilarak incelendiginde
tum saatlerde anlamli bir farklihk bulunmustur (P<0,0001). Bu farklilik, kontrol grubu
lehinedir ve diger tum konsantrasyonlarda hicre canhligi, kontrol grubundan daha

duisiktr.

5 mg/ml venom konsantrasyonunun hucre canlihdina olan etkisi diger
konsantrasyonlar ile karsilastinldiginda tim zaman dilimlerinde sadece 50
mg/ml‘de; 100 mg/ml'de ise sadece 4. saatte anlamli bir farklihk bulunmugtur
(P<0,0001).

50 mg/ml venom konsantrasyonu ile diger konsantrasyonlar karsilastirildiginda ise,
tum zaman dilimlerinde her bir konsantrasyon arasinda hucre canlihdi bakimindan

anlamli bir farklihk gbézlemlenmis ve bu farkhliklar Cizelge 4.2'de O6zetlenmisgtir.
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Ayrica 50 mg/ml hari¢ diger tUm konsantrasyonlar kendi iginde ikili olarak

karsilastinldiginda herhangi bir anlamli farklilik bulunmamigtir (P>0,0001).

Cizelge 4.2. 50 mg/ml venom konsantrasyonu ile diger konsantrasyonlar arasinda

g6zlemlenen, saatlere gore P anlamllik duzeyleri.

Ari Venomu P Anlamhilik
Konsantrasyonlari Duzeyleri

4. saat ***
5 mg/ml — 50 mg/ml 24. saat **
48. saat ***
72. saat ***
4. saat ***
10 mg/ml — 50 mg/ml 24. saat ***
48. saat ***
72. saat ***
4. saat ***
20 mg/ml — 50 mg/mi 24. saat *
48. saat **
72. saat *
4. saat ***
30 mg/ml — 50 mg/ml 24. saat —
48. saat *
72. saat **

4. saat ***

40 mg/ml — 50 mg/ml 24. saat —
48. saat *

72. saat *

4. saat *

50 mg/ml — 100 mg/ml 24. saat —
48. saat ***

72. saat ***
*0,05 ; **0,01 ; ***0,0001

Hucrelere ari venomu uygulanmasinin ardindan dordunci saatten itibaren tim
saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir farkhligin gézlemlendigi doz 50 mg/ml
venom konsantrasyonu olmustur (P<0,0001) ve bu doz, hucrelerin yarisinin

olimiine neden olan doz olarak belirlenmistir.
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100 mg/ml venom konsantrasyonu uygulanan hucrelerde 4. ve 24. saatlerde
zamana bagl olarak hucre canlihdi yuksek olarak gézlemlenmis ancak bu durum,
(P = 0,05). 100 mg/ml

konsantrasyonu hicre canhligi tzerinde ylksek sitotoksik etki gostermektedir.

istatistiksel olarak anlamhl  ¢ikmamistir venom

Tum zaman dilimlerinde ve konsantrasyonlarda hicre canlhiiginin absorbans

degerleri (ortalama) ve standart sapmalari ise Cizelge 4.3’de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 4.3. Ari venomunun adipoz doku kokenli MKH’lerin hucre canlihdina olan

etkisinin zamana ve konsantrasyona bagli olarak ortalama *

degerleri ile gosteriimesi

Kontrol 5 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml
0,28+0,01  0,040+0,009 0,05+0,012 0,057+0,016
saat
24.
0,264+0,061 0,052+0,002 0,064+0,004 0,07+0,003
saat
48.
0,25+0,052 0,045+0,001 0,066+0,003 0,073+0,003
saat
72.
0,226+0,030 0,044+0,003 0,065+0,007 0,081+0,006
saat
30 mg/ml 40 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml
4.
0,071+0,021 0,076+0,009 0,156+0,038 0,107+0,008
saat
24.
0,083+0,002 0,079+0,012 0,110+0,025 0,082+0,011
saat
48.
0,082+0,002 0,082+0,009 0,127+0,015 0,036+0,003
saat
72.
¢ 0,075+0,003 0,077+0,012 0,125+0,003 0,020+0,005
saa
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4.4. At Venomunun Adipoz Doku Kokenli MKH’ler Uzerinde Adipojenik

Farkhlagtirma Potansiyelinin incelenmesi

Hucrelerin adipojenez seviyelerini incelemek igin U¢ grup olusturulmus ve sonuglar
dort farkl duzeyde skorlanarak incelenmigtir: Dizey 0: Adipojenez yok; Duzey 1:
%0—24; Duzey 2: %25—50; Duzey 3: %51—75; Duzey 4: %76—100 (Sekil 4.5)

1) Negatif Kontrol Grubu (NK): Yirmi bir gun sureyle sadece DMEM/F12 (%10
FBS, %0,2 penisilin/streptomisin) ile inkibe edilen hucreler Oil Red O ile
boyandiklarinda, hucrelerde noétral lipid damlaciklari gérulmemis ve dolayisiyla
bu gruptaki hicreler Duzey 0 olarak skorlanmigtir. Saglikli adipoz doku kdkenli

MKH’lerin ¢ekirdekleri Hematoksilen ile mavi-mor renkte boyanmistir (Sekil 4.6).

2) Pozitif Kontrol Grubu (PK): Yirmi bir glin sureyle adipojenik besiyeri ile uyarilan
MKH’lerin, Gglncu gunden itibaren morfolojik olarak negatif kontrol grubundaki
hicrelere gore, hipertrofiden dolaylr daha yuvarlak olduklari goérulmuastar.
Doérdincu gunden itibaren hucrelerin igerisinde notral lipid damlaciklari
olusmaya baslamis ve dordincu gunde adipojenez seviyesi Duzey 2 ve Duzey
3’e kadar ¢gikmistir (Sekil 4.7). Lipid damlacigi iceren hicre sayisi, damlaciklarin
sayisi ve buyukligu 21. gune kadar artmigtir. Adipojenezin ilk evrelerinde
g6zlemlenen, sitoplazmada multilokuler yerlesik lipid damlaciklari, ilerleyen
evrelerde birlesmeye baslamiglardir. Belirli gunlerde yapilan Oil Red O
boyamasi ile bu damlaciklar kirmizi renkte boyanmistir (Sekil 4.8). Boylece
kilturde adipoz doku kokenli MKH’leri uyaran optimal bir adipojenik besiyeri
oldugunda ve hucreler standart kdltur kosullarinda inkube edildiklerinde,
hicreler saglikli bir sekilde adipojenik yonde farklilasmis ve adipojenez diuzeyi
Duzey 3 ve Duzey 4’e kadar gikmigtir. Ayrica kuyucuklarda Duzey 1 ve Dizey 2

hicreler de goérulmustar.

3) Venom Uygulanan Deney Grubu (VG): Yirmi bir gin sureyle 50 mg/ml venom
konsantrasyonu ile muamele edilen bu hucreler, pozitif kontrol grubundaki
hicreler ile morfolojik olarak karsilastirildiklarinda, venom uygulanan adipoz
doku kokenli MKH’lerin, fibroblastik kok hicre morfolojilerini koruduklar

g6zlemlenmistir. Belirli gunlerde yapilan Oil Red O boyamasinda hicrelerin
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icerisinde kirmizi renkli nétral lipid damlaciklari goralmus fakat bu damlaciklarin,
pozitif kontrol grubundakilere goére daha kiuguUk ve granuler yapida olduklari
gozlemlenmig ve hucrelerin adipojenez seviyesi olarak Dizey 1 ve Duzey 2
arasinda olduklar gorulmastur (Sekil 4.9). Hucrelerdeki lipid damlaciklarinin
sayisi ve bu damlaciklari iceren hicrelerin sayisi pozitif kontrol grubunda oldugu
gibi 21. glne kadar artmis ve 21. gunin sonunda adipojenez seviyesi Duzey 1
ve DlUzey 2 arasinda seyretmeye devam etmistir. Hlicrelere uygulanan venomun
hicreler Uzerindeki sitotoksisitesinden dolayi, pargalanan hidcrelerin kalintilar
zeminde birikmis ve Ozellikle Gguncu haftada kirli bir zemin gérinimune neden

olmustur.
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Sekil 4.5. MKH’lerin adipojenez seviyeleri. Duzeyler, lipid damlaciklari ile kaplanan
hicre sitoplazmasi oranini belirtmektedir. Dizey 0: Adipojenez yok; Duzey 1: %0—
24; Duzey 2: %25—50; Duzey 3: %51—75; Duzey 4: %76—100.

*Lipid damlaciklari
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Sekil 4.6. Negatif kontrol grubu. Adipojenik farkhlasma gdstermeyen MKH’ler ve
Hematoksilen ile boyanan g¢ekirdekleri. (a) 7. gun (x20), (b) 14. gin (x10), (c) 21.
gun (x10). Hucrelerin adipojenez seviyeleri Dizey 0’'dir.
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Sekil 4.7. Adipojenik besiyeri ile uyarilan pozitif kontrol grubundaki htcrelerde,
dordincu gunden itibaren morfolojik olarak goérilmeye baslanan notral lipid
damlaciklari (x10).

**Dizey 2; ** " Diizey 3
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Sekil 4.8. Pozitif kontrol grubu. Adipojenik farklilagsma gostermis olan ve nétral lipid
damlaciklari Oil Red O ile boyanmig MKH’ler. (a) 7. gun, (b) 14. gun, (c) 21. gun
(x20).

*Diizey 1; " "Dizey2:  "Dizey3;  Diizey 4
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Sekil 4.9. Venom uygulanan deney grubu. Adipojenik farklilagma gostermis olan ve
noétral lipid damlaciklari Oil Red O ile boyanmis MKH’ler. (a) 7. gun, (b) 14. gun, (c)
21. gun (x20).

*Diizey 1; ~*Diizey 2
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Ari Urunlerinin terapétik olarak insan sagligina yonelik her tarlt kullanimi “apiterapi”
olarak adlandiriimakta ve apiterapi, alternatif bir tedavi yontemi olarak dnemli bir rol
oynamaktadir [7, 51]. Bir ari GrinU olan kompleks yapidaki ari venomu, ¢ok cesitli
enzimler, peptidler, serbest amino asitler, aminler, lipidler, karbohidratlar vb.
bilesenleri icermektedir [10]. Bu bilesenler ile ilgili bu gine kadar sayisiz arastirma
yapilmis ve her bir bilesenin farkh hucre tipleri Uzerindeki etkileri ayri ayri
incelenmistir. Arastiricilar, bu bilesenlerin birkaginin bir araya geldiginde
olusturdugu sinerjik etkiden faydalanarak veya bir butin olarak ari venomunu
hicrelere uygulayarak, kanser, kronik agri, romatoid artrit, multipl skleroz, deri
hastaliklari ve gut hastaligi gibi birgok hastaligin tedavisinde ari venomunun tedaviyi

destekleyici 6zellikte bir ajan oldugunu gostermislerdir [11, 12].

Saf arl venomu sivi haldeyken renksiz, kokusuz, keskin ve aci bir tada sahip;
kurutuldugunda ise hizl bir sekilde kristalize olarak agik sari renk alan bir maddedir.
Bu acik sari renk, venom safliginin dnemli bir gostergesidir. Renk kahverengiye
dondukge, venomun saf olmadigi ve igerigindeki bazi proteinlerin oksidasyona
ugradigi yorumu yapilabilmektedir [7]. Bu nedenle venomun, herhangi bir ¢alisma
alaninda kullanilmadan once, icerdigi bilegenler yonunden safliginin olgciimesi
gerekmektedir. Ari  venomunun Kkarakterizasyonunda HPLC analizi, ultra
performans sivi kromatografisi (UPLC), kutle spektrometresi analizleri (MALDI-
TOF-MS) ve ince tabaka kromatografisi gibi birgok yontem kullaniimaktadir [52, 53].
Bu tez galismasinda kullanilan ari venomunun karakterizasyonu ise HPLC analizi
kullanilarak venomun temin edildigi laboratuvar (New Technology Laboratory Ltd.,
Gurcistan) tarafindan yapilmis ve igerdigi baslica bilesenler %65 melittin, %5,99

apamin ve %18,3 fosfolipaz A, olarak belirlenmistir.

Hucrelere ari venomu uygulanarak yapilacak olan herhangi bir ¢alismada, venom
bilesenlerinin godsterilmesinin yani sira, venomun hucreler Uzerindeki sitotoksik
etkisinin de godsterilmesi buylk Onem tasimaktadir ve calismanin gidisati, bu
sitotoksisite sonucuna goére yonlendiriimelidir. Ari venomunun terapoétik amacgh
kullanimina yonelik bu gune kadar yapilan calismalarda kullanilan gerek insan

hicrelerinin, gerekse deney hayvani hicrelerinin venom ile muamele edildiklerinde

43



gosterdikleri hucresel canhlik ve venomun bu hlcrelerde yarattigi etkiler ¢cok farkh
olabilmektedir [33, 36, 54, 55]. Bu nedenle hicrelerdeki doza bagl sitotoksik etkinin
Olgulerek hucreler icin dlumcul dozlarin belirlenmesi gerekmektedir. Buradan yola
cikarak bu tez kapsaminda, MTT analizi kullanilarak hicresel canlilik tayin edilmis
ve analiz sonuglarina gore, hucrelerin yarisinin 6lumune neden olan dozun 50
mg/ml oldugu ol¢timustir. Dolayisiyla 50 mg/ml venom konsantrasyonu, bir sonraki

deney asamasinda hucrelere uygulanacak doz olarak belirlenmistir.

Art venomunun hucreler Uzerinde godzlemlenen anti-kanser, anti-tumor, anti-
proliferatif ve anti-nosiseptif etkilerine ek olarak, hucresel farklilagmayi uyardigi
yonunde de bulgular bulunmaktadir. Yapilan bir galismada, ari venomu ve 1,25-
(OH)2VDs’Un sinerjik etkisinden yararlanilmis ve COX ve NF-kB aktivitesinin
baskilanmasi ile insan akut miyeloid I6semi hucrelerinin (HL-60) proliferasyonu

durdurularak bu htcrelerin monositlere dontusumu saglanmistir [32].

Bir diger calismada, ari venomu ile retinoik asit arasinda olusan sinerjik etkinin,
murin P19 embriyonik karsinoma hucrelerinde RAR ve RXR sinyal yollari araciligi
ile noronal farklilasma potansiyelini %93,5 oraninda artirdid1 gosterilmistir [33].
MKH’leri baz alan diger ¢alismalarda ise gobek kordonu MKH’lerine gesitli ari
venomu konsantrasyonlari uygulanarak bu hicrelerin, ortamda osteojenik besiyeri
bulunmaksizin osteositlere donustukleri Alizarin Red boyamasi ile gosterilmis [36];
ari venomu ile D3 vitamini arasindaki sinerjik etkiden faydalanilarak osteojenik
farkhilagsmanin uyarildigi bildirilmistir [37]. Bu tez galismasinda ise si¢gan adipoz doku
kokenli MKH’leri ile ¢alisiimis ve ari venomunun bu hucreler Gzerindeki adipojenik

farkhlastirma potansiyeli arastiriimigtir.

Bu amag ile, pozitif ve negatif kontrol gruplari ve venom uygulanan grup olmak tzere
Uc¢ deney grubu tasarlanmis ve venom grubu, sitotoksisite testi sonucu belirlenen
50 mg/ml venom konsantrasyonu ile 21 giin boyunca muamele edilmistir. 7, 14 ve
21. gunlerde yapilan Oil Red O boyamasi sonucunda negatif kontrol grubundaki
hicrelerde beklenildigi Uzere herhangi bir adipojenik farklilagsma gézlemlenmemis,
adipojenik besiyeri ile uyarilan pozitif kontrol grubundaki hicrelerde ise kirmizi renkli
noétral lipid damlaciklari gozlemlenmigtir. Lipid damlaciklarinin sayisi ve buyukligu

Uglncl haftaya kadar artmaya devam etmis ve dgunci haftanin sonunda
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hicrelerdeki adipojenez seviyesi ¢ogunlukla Duzey 3 ve Duizey 4 olarak
belirlenmistir. Pozitif kontrol grubundaki hucreler, doérdinci gunden itibaren,
adipojenezin baglamasi ve hipertrofiden dolay! yuvarlak bir morfoloji gostermeye

baglamiglardir.

Pozitif kontrol grubu ile venom uygulanan grup 21 gin boyunca morfolojik olarak
karsilastirildiginda, venom uygulanan gruptaki adipoz doku kokenli MKH’lerin,
adipojenez esnasinda gorulmesi beklenen yuvarlak morfoloji ve hipertrofiyi
gOstermedikleri, bunun aksine fibroblastik yapidaki mezensimal kok hucre
morfolojilerini koruduklari gézlemlenmigtir. Bunun yaninda belirli glinlerde yapilan
Oil Red O boyamasi ile hucrelerin igerigindeki kirmizi renkli nétral lipid damlaciklari
net bir sekilde inverted mikroskopta gorulmustur. Fakat bu lipid damlaciklarinin,
pozitif kontrol grubunda gézlemlenen lipid damlaciklarindan daha kiguk ve grantler
yapida olduklari saptanmis ve hucrelerdeki adipojenez seviyesinin Duzey 1 ve

Duzey 2 oldugu gorulmasgtar.

Hem pozitif kontrol hem de venom grubundaki adipoz doku kokenli MKH’lerin
sitoplazmasinda multilokuler sekilde yerlesik olan lipid damlaciklarinin hentz
birlesip, tek bir blyuk lipid damlacigi haline gelmemelerinin ilk sebebinin, ar
venomu kaynakli olabilecedi dusunulmustir. Ari venomunun etkisine bagh olarak
adipojenezin adipoz doku kokenli MKH’lerde yavas ilerliyor olabilecedi yorumu
getirilmigtir. ikinci sebep olarak ise, dondurulmus olan adipoz doku kokenli
MKH’lerin farkl dondrlerden (sigan) alinmis olabilecegidir. Yapilan ¢alismalar, farkli
dondrlerden alinan ayni tipteki MKH’lerin heterojendz yapida olduklarini, dolayisiyla
farklilasma derecelerinde degisiklikler oldugunu godstermistir [56]. Bu bilgiler
dogrultusunda, tez c¢alismasinda kullanilan adipoz doku kokenli MKH’lerin,
adipojenik farklilasma oncesi gosterdikleri kararlanma evrelerinin birbirinden farkh

oldugu dusunulmustar.

Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikarak literatirde ilk kez, herhangi bir adipojenik
besiyeri kullaniimaksizin ari venomunun, adipoz doku kokenli MKH’leri adipojenik
yonde uyararak bu hicrelerde adipojenezi baglattigi gosterilmistir. Dolayisiyla,
¢alismanin basinda kurulan Hg hipotezi reddedilmis ve “Bal arisi venomu, standart

kdltir kogullarinda adipojenik besiyeri olmaksizin tek basina adipoz doku kékenli
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MKH’ler tizerine uygulandidinda, bu hlicrelerin adipojenik farklilasma potansiyeline
etki etmekte ve hlicreleri uyararak adipojenik yénde farklilastirmaktadir. Bu nedenle
ari venomu, adipojenezi baslatan bir ajan olarak gbrev yapmaktadir.” seklinde

kurulan H1 hipotezi kabul edilmistir.

Nabiuni ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda, insan kdkenli MKH’lerin osteojenik
yonde farklilagmasi igin kullanilan ve diger hicre kaltirl ¢calismalarinda kullanilan
mikrogram (ug) duzeyindeki venom konsantrasyonlari ile calismamizda sigcan
adipoz doku kokenli MKH’lere uyguladigimiz 50 mg/ml venom konsantrasyonu
karsilastirildiginda MKH’lerin, kdken aldigi hayvan ve dokuya gore sitotoksisiteye
olan toleransinin  degisebilecegi dusunulmustir. Ayrica dusuk venom
konsantrasyonlarinin osteojenik, yuksek venom konsantrasyonlarinin ise adipojenik
farklilasmayi uyarabilecegi yorumu getirilmistir. Ancak tez kapsaminda, adipojenik
farklilagsmanin hangi sinyal yollari araciigi ile gerceklestigine dair bir galisma

yurutdlmemistir.

Calismanin bir sonraki agsamasi igin bal arisi venomunun, MKH’leri hangi spesifik
sinyal vyollari ile adipojenik yonde farkhlastirdiginin ve venom igerigindeki
bilesenlerden hangisinin bunda rol oynadiginin arastirilmasi planlanmaktadir. Bu
tez calismasinda elde edilen Oil Red O boyasi verilerine ek olarak, gergek zamanli
PCR (real time PCR, RT-PCR, gqPCR) teknigi kullanilarak adipojeneze 06zgu
transkripsiyon faktoru olan PPARy ve gec¢ adipojenezde gdzlemlenen FABP4
proteinine ait gen ifadelerinin 6lgulmesi hedeflenmektedir. Ayrica hem FABP4
protein birikiminin 6lgumu hem de Nil Kirmizisi boyasi (Nile Red staining) ile
hicrelerdeki lipid damlaciklarinin 6lgimu igin akis sitometri analizinin uygulanmasi

dusunulmektedir.

Tdm bu calismalardan elde edilecek olan veriler degerlendirilerek, adipoz doku
kokenli MKH’lerdeki bal arisi venomu ile uyarilan adipojenezin verimliligi ve
guvenilirligi  dogru bir sekilde gosterilebilecektir. Bdylece, adipojenezin
tamamlanmasinin ardindan olgun adipositlere farklilagsacak olan adipoz doku
kokenli MKH’lerinin, genel bilgilerde ayrintili bir sekilde deginilen doku muhendisligi
alaninda kullanilabilecedi dusunulmustar. Bu hucreler c¢esitli asamalardan

gecirilerek, klinikte kullaniimak Gzere hazirlanacak ve uygun yag doku iskeleleri ile
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bir araya getirilen MKH’ler, doku kayiplarinin giderilmesi igin énemli bir kaynak

olabilecektir.
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EKLER

EK 1. IMMUNFLORESAN BOYAMA PROTOKOLU

1) Hucrelerin Gzerindeki besiyeri uzaklastirilarak hucreler fosfat tamponu (PBS) ile
yikanmigtir.

2) Hucreler soguk metanolde bes dakika sure ile fikse edilmigtir.

3) Fiksatif havada kurutularak uzaklastirimis ve hucreler U¢ kez PBS ile
yikanmigtir.

4) Hucreler engelleyici serum (%10 normal ke¢i serumu:PBS) ile 20 dakika inkibe
edilmistir.

5) Engelleyici serum uzaklastirildiktan sonra hicreler PBS ile yikanmistir.

6) Hucreler primer antikor solUsyonlari ile 60 dakika, karanlik ortamda, 25°C’de
inktbe edilmistir.

7) Primer antikor uzaklastiriimis ve hicreler PBS ile U¢ kez bes dakika sure ile
yikanmigtir.

8) Hucreler sekonder antikor soltusyonlari (CD13 yuzey antijeni igin: goat anti-
mouse IgG-1 FITC, CD71 yuzey antijeni igin: goat anti-mouse IgG-1 FITC) ile 45
dakika inktbe edilmistir.

9) Sekonder antikor uzaklastiriimis ve hucreler PBS ile U¢ kez bes dakika sure ile
yikanmigtir.

10)Hucrelerin yuzeyi mounting medium ile kapatildiktan sonra FITC icin 493-528

nm dalga boyunda floresan ekli inverted mikroskopta inceleme yapilmigtir.
Primer ve sekonder antikorlar, 1:100 (v/v) oraninda PBS igerisinde hazirlanmistir.

Mikroskop incelemesi, floresan 1simanin solmasini engellemek amaci ile

boyamanin hemen ardindan yapilmistir.
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EK 2. MTT ANALIzZi PROTOKOLU

1) Belirlenen zaman dilimlerinde hucrelerin Uzerinden venom/besiyeri karigimi
uzaklastirilmig ve her bir kuyucuga 100 pl %10 MTT’li besiyeri eklenmistir.

2) Hucreler etivde dort saat inkibe edilmistir.

3) Dort saat sonunda hicrelerin Gzerindeki MTT’li besiyeri uzaklastiriimigtir.

4) Olugan formazan kristallerinin gdzlemlenebilmesi igin her bir kuyucuga 100 pl
izopropil alkol eklenmistir.

5) Orneklerin absorbans degerleri 570 nm’de ELISA cihazinda okutulmustur.

%10 MTT’li besiyeri; 1:10 oraninda MTT/serumsuz DMEM/F12 ile hazirlanmigtir.

53



EK 3. OIL RED O BOYAMA PROTOKOLU

Hucrelerin Uzerindeki besiyeri uzaklagtirilir.

Hucreler iki kez PBS ile yikanir.

Hucreler %10 formalinde 25°C’de bes dakika sure ile fikse edilir.
Fiksatif uzaklastirildiktan sonra hucreler distile su ile iyice yikanir.
Hucreler %60 izopropanol ile yikanir.

Hucreler, taze hazirlanan Oil Red O boyasi ile 15 dakika inkube edilir.
Hucreler iki kez %60 izopropanol ile yikanir.

Hucre cekirdekleri Hematoksilen boyasi ile 10 saniye sure ile boyanir.

Hucreler Ug kez distile su ile yikanir.

> © O N o a bk wbd =

0.Hducrelerin tGizerine PBS eklenir.
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