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OZET

Amag: Kisspeptin (KP) ve norokinin (NK), hipotalamik

noronal aktivite ve pulsatilitesini dizenleyerek

ureme endokrin eksenini yoneten noropeptitlerdir.
Ureme sagligindaki kritik rolleri ilk olarak, KP veya
NK sinyalini kodlayan genlerin mutasyonlarina bagl
olarak fonksiyonunu yitirmesi sonrasi, konjenital
hipogonadotropik hipogonadizm ve pubertal gelisim
Bu
calismada, puberteye giriste etkili rol oynayan KP ve

NK’in mezenkimal kok kiicre (MKH) temelli tedavideki

anomalilerinin  gosterilmesi ile tammlanmistir.

etkinligini arastinlmis ve bu genlerin ekspresyonlarinin
pasaj sayisiyla iliskisi incelenmistir.

Yontem: Calismamizda, U¢ adet eriskin sican (Rattus
norvegicus) kullamlmistir. Sicanlarin  kemik iligi ve
adipoz dokusundan MKH elde edilmistir. Daha sonrasinda
yiizey belirtecleri kullanilarak akim sitometrisinde MKH
analizi yapilmis ve RNA (ribonikleik asit) izolasyonu

gerceklestirilmistir. Gercek zamanli polimeraz zincir

ABSTRACT

Objective: Kisspeptin (KP) and neurokinin (NK) are
neuropeptides that govern the reproductive endocrine
axis through regulating hypothalamic neuronal activity
and pulsatile. Their critical role in reproductive health
was first described by the demonstration of congenital
hypogonadotropic ~ hypogonadism  and pubertal
developmental anomalies following loss of function due
to mutations in genes encoding the KP or NK signaling.
This study aimed to investigate the efficacy of KP and
NK, in mesenchymal stem cell (MSC)-based treatment
of different origin, and examine the relationship of the

expression of these genes with the passage number.

Methods: Three adult rats (Rattus norvegicus) were
used in our study. MSCs were obtained from bone marrow
and adipose tissue of rats. The MSCs were analysed by flow
cytometry using surface markers and RNA (ribonucleic
acid) isolation was performed. Gene expressions of KP,

NK and their receptors were investigated by real-time
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reaksiyonu (RT-PCR) ile KP, NK ve reseptorlerinin gen
ifadeleri arastinlmis olup ve pasaj sayisiyla iliskisi
karsilastirlmistir. Her bir genin kendi icerisindeki farkl
pasajlardaki  ekspresyonlarinin  karsilastirilmasinda
Welch paired t-testi kullamlmistir. istatistiki 6nem
diizeyi 0,05 olarak kabul edilmistir (p<0,05).

Bulgular: Kiiltiirii yapilan kemik iligi ve adipoz
dokuya ait hicrelerin MKH olduklar1 tespit edilmistir.
Kemik iligi kaynakli MKH’lerin Real-time PCR sonuglar
degerlendirildiginde, dordiincli pasaja kiyasla altinci
pasajda kisspeptin reseptor gen ifadesinin 14, yedinci
pasajda ise 29 kat artigi gozlemlenmistir (p<0,05).
Tasikinin geninde dordiincli pasaja kiyasla besinci
pasajda gen ifadesinin neredeyse tamamen baskilandig
tespit edilmistir (p<0,05). Tasikinin resptor geninde,
besinci pasaj baz alindiginda ise altinci pasajda
gen ifadesinin tamamen indiklendigi belirlenmistir.
Adipoz doku kaynakli MKH’lerin RT- PCR sonuclari
degerlendirildiginde ise, dordiincli pasaja kiyasla
besinci pasajda tasikinin reseptor gen ifadesinin 15,
tasikinin gen ifadesinin 30 kat, yedinci pasajda ise KP
reseptor gen ifadesinin ¢ kat artig1 tespit edilmistir
(p<0,05).

Sonug: Kemik iligi ve adipoz doku gibi bulunmasi
kolay olan bir dokudan MKH elde edebilmenin ileri
ki donemler icin tip diinyasina bir 151k tutacag
distnulmustir. Ayrica puberte donemine geciste
cok onemli goreve sahip olan KP ve NK genlerinin
ifadelerini incelerken pasaj sayilarina dikkat edilmesi,
kullanilacak pasajdaki gen ifadeleri g6z onunde
bulundurularak pasaj sayisinin secilmesi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hicre kulturu, kisspeptin,

mezenkimal kok hiicre, norokinin, puberte, RT-PCR

polymerase chain reaction (RT-PCR) and their relationship
with the passages number was compared. Welch paired
t-test was used to compare the expression of each gene
at different passages. Statistical significance was accepted
as 0.05 (p<0.05).

Results: The cultured bone marrow and adipose tissue
cells were determined to be MSCs. When real-time PCR
results of bone marrow-derived MSCs were evaluated, it
was observed that kisspeptin receptor gene expression
increased 14-fold in the sixth passage and 29-fold in the
seventh passage compared to the fourth passage (p<0.05).
In the tachykinin gene, it was found that gene expression
was almost completely suppressed in the fifth passage
compared to the fourth passage (p<0.05). In the tachykinin
receptor gene, it was determined that gene expression
was completely induced in the sixth passage, compared
to the fifth passage (p<0.05). When adipose tissue-derived
MSC RT- PCR results were evaluated, it was observed
that tachykinin receptor gene expression increased 15-
fold, tachykinin gene expression increased 30-fold in the
fifth passage, and KP receptor gene expression increased
three-fold in the seventh passage compared to the fourth
passage (p<0.05).

Conclusion: MSCs can be obtained from an easily
available tissue such as bone marrow and adipose tissue
is thought to shed light on the medical science for the
future. In addition, it was concluded that the number
of passages should be considered when analyzing the
expressions of KP and NK genes, which have a very
important role in the transition to puberty, and the
number of passages should be selected by considering

the gene expressions in the passage to be used.

Key Words: Cell culture, kisspeptin, mesenchymal

stem cell, neurokinin, puberty, RT-PCR

GIRIS

MKH; mezoderm tabakasindan koken almakla

Kemik iligi, adipoz doku, gobek kordonu, kordon kani,
karaciger, beyin, dis pulpasi, deri ve fetal dokularda
bulunan farklilasmamis, cogalma kapasitesi yiiksek,

birlikte viicudun cesitli bolgelerinde noral krista kendini farklilasmadan yenileyebilme ozelligine
kaynakli mezenkim dokudan da gelisen hiicrelerdir (1).  sahip, mezoderm farklilasma yetisi cok fazla olan
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MKH’ler kemik, kikirdak, kas gibi farkl
tiplerine donusum kapasitelerinin yaninda urettikleri

hiicre

bircok buyiime faktori ve sitokinler nedeni ile immiin
baskilayic1 ve trofik etki potansiyeline de sahiptir
(2,3). MKH’ler kemik iligi, deri, yag dokusu, tendon,
sinovyal membran, periodontal ligament ve sinir
sistemi gibi bircok dokudan kolaylikla elde edilebilir
(2). Ozellikle kemik iligi kokenli MKH’ lerin pluripotensi
ozellikleri nedeni ile tipta doku rejenerasyonu
calismalarinda kullanildigr bilinse de hiicre sayisinin,
proliferasyonun ve yasla farklilasma kapasitesinin
azalmasindan dolay1 klinik uygulanabilirligi simrlidir
(4,5). Bu nedenle, kemige alternatif olarak plasenta,
adipoz; fetal akciger, gobek kordon kani gibi dokular
arastinlmistir (4). Bunlardan ozellikle adipoz dokunun
elde edilebilirliginin kolay olmasi, kemik iligine kiyasla
daha fazla kok hiicre uretebilmesi, ayrica adipoz doku
kokenli kok hiicrelerin plastisitesinin  yiiksekliginin
hiicre ici ve hiicre disi calismalarda kanitlanmasi ile
birlikte, adipoz doku kokenli MKH’ler ve jeneratif doku
mihendisligi alaninda bircok tip bransinin dikkatini
calismalarda, MKH’lerin

farklilasma yeteneklerinin fazla olmasi, migrasyon

cekmistir  (6). Yapilan
ozellikleri, hasarli doku tamirine katki saglamalan,

hasarli olan hicrelerle flizyon yeteneklerinin
olmasi, genetik gecmislerinin kararli olmasi, tumor
olusturma riskinin diger kok hiicre tiirlerine gore az
olmasi gibi ozellikleri ile puberte bozukluklarn dahil
olmak Uzere bircok hastalik modeli ile iliski olduklan
gosterilmistir (7-17). Yetiskin cinsiyet ozellikleri ve
treme yeteneginin kazamldigi, cok cesitli fizyolojik
degisikliklerle karakterize bir gelisimsel donem
olan pubertenin baslangicinin temel endokrinolojik
pulsatil

salict hormon (GnRH) salgilanmast olup buradaki

ozelligi  hipotalamustan gonadotropin
aksakliklar puberteye gecisi engellemektedir (18,19).
Hipotalamik GnRH salgilayan noronlar, cinsiyete 6zgu
hormonlarin sentezini kontrol eden karmasik bir
noroendokrin agin merkezinde yer almaktadir (19,20).
Genetik, cevresel ve yapisal faktorler bu sureci
kontrol etmektedir (19).

gelisim, enerji homeostazinda rol oynayan hormonlar,

Embriyolojik donemdeki

noropeptidler,
faktorleri, noronal etkilesimler ve sinyal yolaklan

norotransmitterler,  transkripsiyon
gibi pek cok faktor GnRH salgi ve pulsatilitesinin
diizenlenmesinde gorev alir ve bu yolaklarda meydana
gelen aksakliklar, erken puberte, hipogonadotropik
hipogonadizm veya konstitlisyonel buyiime ve puberte
gecikmesi gibi patolojilere neden olur (18,19). GnRH
noronlarinin diizenleyicileri arasinda en onemlileri
kisspeptin (KP), norokinin (NK) B ve dinorfindir (20).
KP ve reseptorii (GPR54), GnRH salgilanmasinda kilit
role sahiptir. Ayrica, diger tasikininler; NK B (TAC3),
reseptori (TACR3) ve dinorfinin de bu yolakta gorev
aldigr bilinmektedir (18). Bu calismada da kemik
iligi ve adipoz doku kaynakli MKH’lerin pubertal
bozukluklarin tedavisine destek olup olmayacaginin
arastirilmas1 amaclanmistir.  Calismamizda, sican
kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen MKH’lerin
hiicre kulturleri yapilmis olup farkli pasajlarda KP,
NK ve reseptorlerinin gen ekspresyonlar incelenerek

tedaviye yonelik kullanim potansiyelleri arastinlmistir.

GEREC ve YONTEM

Deney hayvanlarinin temini ve bakimi

Calismamizda Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri
Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin

edilen Uc adet eriskin sican (Rattus norvegicus)

uygun
olarak normal oda kosullar altinda (22 °C sicaklik,
%30-70 nem, aydinlik/karanlik dongiisii 12/12 saat)
ad libitum olarak beslenmis ve eter ile bayiltilarak

kullanmlmis,  asepsi-antisepsi  kurallarina

deney oncesinde servikal dislokasyonla sakrifiye

edilmislerdir.
Yag dokudan MKH eldesi ve hiicre kiiltiirii

Anestezi altinda bobrek arkasindaki yag dokudan
MKH eldesi saglanmistir (21). Oncelikle cikartilan yag
dokusu herhangi bir kontaminasyona karsi bircok kez
antibiyotik iceren fosfat tamponunda yikanmistir. Yag
dokusu kucuk parcalar seklinde kesilerek %0,075 tip
1 kollajenaz / 10 mL Ca*? icermeyen fosfat tamponu
icinde bir orbital calkalayic1 cihaza sabitlenerek
37 °C’de 60-90 dakika inkubatorde bekletilmistir.
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inkiibbasyon  sonunda tiipler  dokunun

parcalanmasi icin calkalanmis, Uzerine esit miktarda

iyice

fosfat tamponu eklenmis ve homojenize edildikten
sonra 1800 rpm’de 10 dakika santrifuj edilmistir.
Santrifiij sonrasi sipernatant (yag hicreleri ve
yikama sivisi) uzaklastinlmistir. Elde edilen hiicreler
70 pm’lik steril slizgecten gecirilmistir. Suzgecten
gecen hicreler ve doku parcalar; a-minimum
esansiyel ortam (a-MEM), %15 fetal bovine serum
(FBS), %0,1

hicre kiltur ortaminda,

penisilin-streptomisin iceren iceren
kaltar

kabina aktanlmistir. 72 saat sonra kullanilmis ortam

25 cm? vyiizeyli

degistirilmistir. Hiicrelerin Uremesine gore kiltir
kabinin %75’i kaplandiktan sonra pasaj yapilmistir.
Hiicreler %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin iceren
MEM (fenol kirmizisi icermeyen) besiyerinde 37 °C
ve %5 CO,’li ortamda inkibe edilmistir. KP ve NK
inhibitorleri ile ayrn ayn veya kombinasyonlar ile
muamele edilmistir. Daha sonra bu hucreler petri
kabinda %70’lik yayilma gosterdikten sonra 24 saat
boyunca besiyerinde (serum icermeyen) tutularak
muameleleri gerceklestirilmistir.

Kemik iliginden MKH eldesi ve hiicre kiiltiirii

Femur ve tibiadan MKH eldesi
(22).
temizlenmistir. Fosfat tamponu iceren baska bir kaba

saglanmistir

Kemikler kas tabakasindan olabildigince
aktanlmistir. insiilin enjektorleri hiicre kiiltiir ortam
ile doldurularak hazirlanmistir. Kemiklerin sirasiyla
epifiz uclan kesilmistir. Epifiz ucu kesilen kemikten
ic bosluktan insulin enjektoru icerisindeki hiicre
kultur ortam basincla akitilmistir. Tum kemik ilikleri
ayni tipe toplanmis, 1000 rpm‘de +4°C’de 5 dakika
santrifuj edilmistir. Supernatant uzaklastinldiktan
sonra hiicreler 15 adet 25 cm? ylizeyli kiltur kabina
2,5 mL olacak sekilde aktanlmistir. Uzeri ortam ile
5 mlye tamamlanmis ve 37 “C’de %5 CO,’li %99
oraninda nem saglayan inkiibatore kaldinlmistir.

Akim sitometrisi ile MKH analizi

Hucre ortami atilip fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandiktan sonra yogunlugu %85’e ulasinca tripsin
ile kaldinlmistir. Hicre ortam1 eklenerek tripsin
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inaktive edilmistir. Hucreler suspansiyon seklinde
santrifuj tipunde toplanmis ve 5 dakika 300-400 g’de
santrifij edilmistir. Santrifiijden sonra hiicre pelleti
fosfat tamponu ile durulanms ve yeniden pellet
haline getirilmistir. Supernatant uzaklastinlms ve
pellet fosfat tamponunda tekrar stispanse edilmistir.
Hiicre sayim yapilmis ve ardindan hiicreler soguk
fosfat tamponu icinde 10¢-107 hicre olacak sekilde
seyreltilmistir. Seyreltmeden sonra 100 pL hacimde
10°-107 hiicre olacak sekilde floresan aktive hicre
ayirma tupine (FACS) alinmistir. Antikor eklenmis
ve karanlikta 30-60 dakika 4°C’de inkiibe edilmistir.
Hiicreler santrifiijlenmis ve soguk fosfat tamponu ile
yikanmistir. Hucreler 100-200 pL FACS solusyonu ile
yeniden siispanse hale getirilmis, karanlikta 4°C’de
saklanmis ve 24 saat icinde analizi yapilmistir.
Ornekler akim sitometrisi cihazi ile MKH vyiizey
belirtecleri acisindan analiz edilmistir. Pozitif marker
olarak CD90, CD29 ve negatif marker olarak CD45
secilmistir.

RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve gen ekspresyonu

Total RNA izolasyonu TRizol (Sigma-Aldrich,
Waltham, ABD) reaktifi kullanmlarak saglanmistir
(23). cDNA eldesi icin 10XRT Buffer (2 pL), dNTP (0.8
pL), primer (2 pL), enzim (1 pL), deiyonize su (4,2
pL)’dan olusan bir karisim hazirlanmis ve ependorf
tiiplere dagitildiktan sonra RNA eklenmistir. Daha
sonra ornekler termal cycler cihazina yiiklenmistir. iki
mikrolitre cDNA ve Tagman master mix (Thermofisher,
Waltham, ABD) kullanilarak gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ABI 7500 PCR sisteminde
(AppliedBiosystems, Waltham, ABD) MKH’lerin KP,
NK ve reseptorlerinin ekspresyon seviyeleri tespit
edilmistir. Reaksiyon 50 °C’de 2 dk ve 95 "C’de 10
dk, takiben 40 dongu olarak gerceklesmistir. 95 *C’de
15 sn ve 60 °C’ 1 dk olarak inkube edilmistir. Kalip ve
enzim icermeyen kontroller kullanilarak genomik DNA
varlig1 ve reaksiyon 6zgiilligli kontrol edilmistir.

istatistiksel analiz

Gen ifadelerinin analizi, lic bagimsiz tekrarli
deneyin sonucunda elde edilen Ct (dongi esik)



degerlerinin ~ ortalamast  alinarak  yapilmistir.

Bu calismada B-actin geni referans gen olarak
kullamlmistir. Oncelikle arastirilmak istenen ilgili
genin Ct degeri, referans genin Ct degerinden
cikartilarak normalize edilmis ve delta Ct (ACt)
degeri hesaplanmistir. Sonrasinda kontrol grubunun
ACt degerleri, deney grubunun ACt degerlerinden
cikartilarak AACt degeri bulunmustur. Gen ifadelerinin
kat cinsinden artan ya da azalan degerleri 24
olarak hesaplanmistir. Gen ekspresyon bulgularimizin
istatistiksel analizi “StatView 5.0” istatistik program
paketi (SAS Institute, Cary NC, USA) kullanilarak
yapilmistir. Her bir genin kendi icerisindeki farkli
pasajlardaki ekspresyonlarinin karsilastirilmasinda
Welch paired t-testi kullamlmistir. Anlamliik a=0,05
ve B=0,20 olarak kabul edilmistir. Sekil 1 ve Sekil 2’de
mRNA degerleri ortalama + SEM (Standart error mean:
standart hata ortalamasi) olarak ifade edilmistir
(n=3).

Bucalisma, Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’nun onayr ile gerceklestirilmistir
(Tarih:04.11.2019, Karar no: 3).

BULGULAR

Kiiltiiri yapilan kemik iligi ve adipoz dokuya ait
hiicrelerin side scatter/ forward scatter (SSC/FSC)
akim sitometri analizleri gerceklestirilerek pozitif
(CD29 ve CD90) ve negatif (CD 45) yuzey belirtecleri
ile MKH olduklan tespit edilmistir (Sekil 3a, 3b).

Kemik iligi kaynakli MKH’lerin Real-time PCR
sonuclarin degerlendirdigimizde, dordiincii pasaja
kiyasla altinci pasajda KP reseptor gen ifadesinin 14
kat, yedinci pasajda ise 29 kat artig1 gozlemlenmistir
(p<0,05). Tasikinin geninde dordiincu pasaja kiyasla
besinci pasajda gen ifadesinin neredeyse tamamen
baskilandig (p<0,05).
reseptor geninde, besinci pasaj baz alindiginda ise

gozlemlenmistir Tasikinin

altinc1 pasajda gen ifadesinin tamamen indiiklendigi
gozlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 1).

Kisspeptin Reseptor Geni Tasikinin Geni Tasikinin Reseptir Geni
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Sekil 1. Kemik iligi kaynakli MKH’lerin Real-time PCR sonuclarinin degerlendirilmesi
(*p=<0,05 Welch paired testi. Veriler ortalama+SEM olarak ifade edildi (n=3).
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Sekil 2. Adipoz doku kaynakli MKH’lerin Real-time PCR sonuglarinin degerlendirilmesi
(*p=<0,05 Welch paired testi. Veriler ortalama+SEM olarak ifade edildi (n=3).
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MKH’ Real-time PCR
sonuglarint degerlendirdigimizde, dérdiincii pasaja

Adipoz doku kaynakli

kiyasla besinci pasajda tasikinin reseptor gen
ifadesinin 15 kat, tasikinin gen ifadesinin 30 kat,

yedinci pasajda ise KP reseptor gen ifadesinin uc

[Ungated] FSC-A / SSC-A

[A] CD29 FITC-A / CD90 PC5.5-A

kat artig1 gozlemlenmistir (p<0,05). Besinci pasaja
kiyasla ise yedinci pasajda tasikinin reseptor gen
ifadesinin 40 kat artigi gozlemlenmistir (p<0.05)
(Sekil 2).

~ [A] CD29 FITC-A / CD45 PE-A

104 C-+: 0.06% Cee: 3.34%)
e\ d. B0 d
10°4
10 X < iCios]
< w w
o X :, 103
104 S o
10
C
o R B+-: 15.88% =
10 10 o 10° 0* 10 10 10° wl:)‘ 0 ww’ 10’ To‘ 10° 0
FSC-A CD29 FITC-A CD29 FITC-A

Sekil 3a. Graniilitesi SSC ve biytiklugu FSC olarak kemik iligi orjinli MKH’lerin genel popiilasyonunun degerlendirilmesi (a),
kullanilan pozitif ylizey belirteclerinin (CD90, CD29) MKH oldugunun tespiti (b), kullanilan CD45 ve CD29 yiizey belirteglerinin

yogunlugu (c).
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Sekil 3b. Graniilitesi SSC ve bilyiikliigli FSC olarak adipoz doku orjinli MKH’lerin genel popiilasyonunun degerlendirilmesi
(@), kullanilan pozitif yiizey belirteclerinin (CD90, CD29) MKH oldugunun tespiti (b), kullanilan CD45 ve CD29 yiizey

belirteglerinin yogunlugu (c).
TARTISMA

Mezenkimal stromal hiicreler olarak da bilinen
MKH’ler, osteoblastlar, kondrositler, miyositler ve
adipositler dahil olmak Uzere cesitli hiicre tiplerine
farklilasabilen multipotent stromal hucrelerdir
(24). MKH’lerin puberte anomalileri dahil cesitli
hastaliklarla iliskisi gosterildikten sonra bu alandaki
calismalar hiz kazanmistir (7-17). Ancak ne dinyada

ne de iilkemizde hem kemik iligi hem de adipoz doku
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kaynakli MKH’lere ait KP ve NK genlerinin birlikte
arastinldig1 bir calismaya rastlanmamistir. Ozellikle
bu genlerin arastirilmasinin nedeni KP ve NK’nin,
Ureme ve sinir sistemi de dahil olmak Uzere cesitli
fizyolojik sureclerde rol oynayan sinyal molekuller
olmalandir. Bu calismada, kemik iligi ve adipoz
doku hiicrelerinden izole edilen MKH’lerin KP ve
NK genlerini ve reseptorlerini eksprese etmeleri
ve bu genlerin puberte, hipogonadizm gibi lireme
sistemi Uzerindeki anahtar rolleri nedeniyle Ureme



sisteminde meydana gelen hastaliklar ile muhtemel
iliskisi arastirilmasi amaclanmistir.

Calismamizda, hem kemik iligi hem de adipoz
doku orjinli MKH’lere ait KP gen ifadesi hicbir pasaj
grubunda ifade olmasa da KP reseptor gen ifadesi
ise pasaj sayisiyla korele bir sekilde artmistir.
Yapilan calismalarda da KP ve reseptorlerinin
(25-27)
dogrudan pasaj sayisiyla iliskisi irdelenmemistir.

puberte ile iliskisi arastinlms olsa da
Gottsch ve ve ark. (25), fareler uzerinde yapmis
olduklarnn  calismada;  gonadotropin
KP’lerin
Arastirmacilar KiSS-1 mRNA dagiliminin  haritasin
KiSS-1 mRNA’nin

periventrikiiler cekirdek, periventrikuler cekirdek

salgisinin

diizenlenmesinde rolinl  arastirmistir.

cikarmislar  ve anteroventral
ve kavisli ¢cekirdek dahil olmak uzere gonadotropin
salgilanmasinin noroendokrin diizenlemesinde vyer
alan hipotalamus alanlarinda eksprese edildigini
gozlemlemislerdir. Ayrica, bu calismada Kisspeptin-54
veya Kisspeptin-10’un intraserebroventrikiler (ICV)
olarak verildiginde, luteinlestirici hormon (LH) ile
folikil
gosterilmistir (25). Diger noéropeptidler icin tam doz-

uyarici hormon (FSH) salinimin1 uyardig
yanmt egrilerini ve bunlarin yetiskin erkek farede

LH salgilanmasi uUzerindeki etkilerini gosteren,
dogrudan karsilastirilabilir hicbir calisma literatiirle
paylasilmamistir. Baska bir calismada ise, Voigt ve ark.
(26), yliksek lireme yetenegine sahip disi Damaraland
kostebek farelerinde KP ve RFamid gen ifadesini
incelemislerdir. RFamid peptidi, KP ve RFamid ile
ilgili peptid-3 (RFRP -3) gonadotropin salimminin
guclu duzenleyicileri olarak kabul edilmektedir.
Arastirmacilar bu calismalarinda Kiss1 ekspresyonu
anlamli derecede yuksek bulmustur (26). Yapilan
baska bir calismada ise anne sutunden elde edilen
MKH’lerin erkek sicanlardaki Kisspeptin/Kiss1r-GnRH/
GnlH sistemi Uzerindeki etkisi arastinlmistir (27).
Her ¢ calismada KP ve reseptorlerinin noroendokrin
uireme eksenini yoneten hipotalamik devrenin bir
parcast oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, bu
calismalann hicbirinde pasaj sayilanyla iliskileri

arastinlmamis, ayrica NK geni ya da reseptorleriyle

de birlikte degerlendirilmemistir.
MKH’lerin
ifadelerinin

Calismamizda, kemik iligi kokenli
NK ve
sayisiyla birlikte korele bir sekilde azaldigi, adipoz
doku kokenli MKH’lerin ise NK

korele bir sekilde arttigi sonucuna ulasilmistir.

reseptorlerinin  gen pasaj

reseptorlerinin

Voigt ve ark. (28), Damaraland kostebek fareleri
tizerinde yaptiklan bir diger calismada; reprodiiktif
sistemle ile iliskili dinorfin ve Tac3 geni tarafindan
ifadeleri
GnRH

bozulmas1 LH hormonunun yetersiz salgilanmasina

kodlanan NK B’nin gen incelenmistir.

Hipotalamustan  normal sekresyonunun

neden olmaktadir. Dolayisiyla gebelik engellenir.
Dinorfin ve NK B, KP ile birlikte eksprese edilir. Bu
noron popilasyonu KNDy noronlar olarak adlandinlir.
Arastirmacilar dinorfin ekspresyonunun azaldigini ve
Tac3 ekspresyonunun arttigini gostermislerdir. Her
iki noropeptidin de Damaraland kostebek farelerinde
tremenin diizenlenmesinde rol oynadig1 bildirilmistir.
KNDy néron agindan dinorfin salinimi, GnRH salinimin
durdurma sinyali olarak islev gormektedir. Calisma
sonuclari, Uremeyen disilerde normal pulsatil GnRH
salimminin  bozuldugunu, bunun nabiz genligini,
frekansin1 veya her ikisini birden etkileyebilecegini
gostermistir. Bu calisma noropeptidlerin pubertal
bozuklarin gelisim sureclerindeki etkilerinin ne kadar
onemli oldugunu vurgulamistir (28). Calismamizda da
benzer sekilde Uremenin diizenlemesinde ve puberte
bozukluklarinda one cikan genlerin MKH’de ifadesi
arastinlmistir.

Jeon ve ark. (29), 2016 yiinda yaptiklar calismada
ise insan kemik iligi, plasenta ve yag dokusu dahil
olmak Uzere farkli kaynaklardan gelen MKH’leri

fenotip, yuzey antijen ekspresyonu, farklilasma
yetenegi, proteom referans haritasi ve kan akisi geri
kazamimi agisindan karakterize etmislerdir. MKH’lerin
benzer fenotipik ve ylizey antijeni ekspresyonuna
sahip olmalarina ragmen hiicresel kaynaga bagli
olarak ayirt edici farklilasma potansiyellerine sahip
olduklarin1  belirtmislerdir. Bu calismada, hiicre
kulturd asamasinda Ucuncu ve dorduncu pasajlar

kullanilmisken, calismamizda ise dordiincii, besinci ve
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altinc pasajlar kullanarak MKH elde edilmistir. Ayrica
bu calismada, flow sitometride CD73, CD90, CD105,
CD44 ve (D45 yiizey antijenleri kullanmlmisken,
calismamizda CD90, CD45 ve CD29 yuzey antijenlerini
kullanilarak flow sitometrisinde elde ettigimiz kok
hiicrenin MKH olup olmadig tespit edilmistir. Yusop
ve arkadaslar1 2017 yiinda yaptiklar ¢alismada sican
kemik iliginden ve kompakt kemik hiicrelerinden
MKH izole etmisler ve osteojenik/adipojenik dokuya
farklilasmasin1 incelemislerdir (29). Arastirmacilar
MKH’lerin

goriintiilemisken, bizim yaptigimiz calismada ise

yuzey Dbelirteclerini  agoroz jelde

yuzey belirtecleri flowsitometride incelenmistir.
Patki ve ark. (30), da farkli dokulardan elde

MKH’lerin

olmadigim arastirmislardir. Davies ark., (31) ise 2015

edilen multipotent  oOzellikte olup
yilinda adipoz ve kemik iligi MKH’lerinin izolasyonu,
osteojenik ve adipojenik farklilasma kapasitelerini
calisma yapmislardir.

Ghorbani ark., (32) yaptiklarn baska bir calismada,

degistirmesi lizerine bir
enzimatik yontem kullanmadan adipoz dokudan
MKH izole etmislerdir. MKH’lerin pluripotente ve
adiposite ve osteoblasta farklilasma potansiyeli
sergiledigini gostermislerdir. Enzimatik yontemin
maliyetli, zaman alic1 olmasi ve heterojen bir hiicre
populasyonu ile sonuclanmasi nedeniyle tercih
Ayrica hucre kilturinde DMEM’i

Calismamizda;

etmemislerdir.
kullanmislardir. enzimatik yontem
kullanarak adipoz dokudan MKH elde edilmis ve
hiicre hasar1 ya da kontaminasyon gozlenmemistir.
Aynica hucre kilturinde a-MEM’i tercih edilmistir. Bu
calismalarda da flowsitometri kullanilsa da herhangi
bir gen ekspresyonuna bakilmamistir.

Yapilan bir diger calismada ise 43 yetiskin donorden
alinan kemik iligi ve adipoz doku kiiltiirlerininin ardisik
pasajlarda  imminofenotiplendirmesi  yapilmistir
(33). Erken pasajlarda (ikinci, Uclincu pasaj veya 14-
15 giin), kemik iligi ve adipoz dokudan tiiretilen MKH
kulturlerinin cogalma hzim da karsilastirmislardir.
Kemik iliginden elde dilen MKH’lerin iiciinci-
dordiincii  pasajdan sonra yaslanmaya girdigini,

adipoz dokudan elde edilen MKH’lerin cogunun ise

10

Turk Hij Den Biyol Derg

altinci-sekizinci pasaja kadar yaslanma ozellikleri
gostermedigini tespit etmislerdir (33). Kemik iligi ve
deri alt1 yag dokusu, terapotik uygulamalar igin olasi
MKH kaynaklar olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte,
edilen MKH’nin fonksiyonel ozellikleri ve terapotik

ayn1 hastanin farkli dokularindan elde

etkinligi hala yeterince arastinlmamistir.  Bu
sonuglar, MKH’lerin ¢ogaltilmasi ve degerlendirilmesi
acisindan uygulamada ozel protokoller gelistirmek
ve optimize etmek icin farkli kaynaklardan gelen
MKH’nin de belirli 6zelliklerinin her zaman dikkate
alinmasi gerektigini géstermektedir.

Farkh MKH’lere ait KP ve NK gen

ekspresyonlarinin pasaj sayisiyla iliskisinin incelendigi

orjinli

ilk calisma ozelligi tasiyan calismamiz sonucunda
dikkat cekici sonuclara ulasilmistir. Kemik iliginden
elde edilen MKH’lere ait KP reseptor gen ifadesi
incelendiginde referansimizi pasaj (P) P4 alarak P6
ve P7 ile kiyaslandiginda pasaj sayisinin arttikca gen
ifadesinin de artig1 sonucuna ulasilmistir. Tasikinin
geninde ise P4 grubu referans alindiginda P5
neredeyse tamamen baskilanmistir. Tasikinin reseptor
geninde ise P5 grubu referans alindiginda Pé 6rnekleri
tamamen baskilanmisti.  Calismamizin  sonuclan
tasikinin ve reseptoriiniin korele bir sekilde azaldigim
gostermistir. Adipoz dokudan elde edilen MKH’lere
ait KP reseptor geni icin P4 referans aldiginda P7
grubunun gen ifadesinin lic kat arttigi sonucuna
ulasilmistir. Tasikinin geninde ise P4 grubu referans
alindiginda P5 grubunun gen ifadesinin 30 kat arttig
belirlenmistir. Tasikinin reseptor geninde ise P4 grubu
referans alindiginda P5 grubu gen ifadesinin 15 kat; P5
grubu referans alindiginda P7 grubu gen ifadesinin 40
kat indiiklendigini gbzlemlenmistir. Bu sonuclar da KP
reseptor geni, tasikinin ve tasikinin reseptor genlerinin
ilerleyen pasajlardaki ifadelerinin korele bir sekilde
artigin gostermistir. Hem kemik iligi hem de adipoz
yag doku orjinli MKH’lere ait KP geni ise calisilan
hicbir

kisitlayan en onemli nokta MKH’ye ait farkli bir gen

grupta eksprese olmamistir. Calismamizi

ifadesine bakilamamasi ve ayrica bu genler protein
diizeyinde calisilmasim disundiirmustar.



Sonu¢ olarak; kemik iligi ve adipoz doku gibi
bulunmasi ve elde edilmesi kolay olan dokulardan
MKH elde edebilmenin ileriki donemler icin tip
diinyasina bir 151k tutacagi dustnilmistir. Ayrica
puberte donemine geciste cok onemli goreve sahip

TESEKKUR

olan KP ve NK genlerinin ifadelerini incelerken pasaj
sayilarina dikkat edilmesi, kullanilacak pasajdaki gen
ifadeleri goz onunde bulundurularak pasaj sayisinin
secilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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