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OZET

Farkh Insan Dokularindan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlasma

Potansiyellerinin Immiinofenotipik Ve Gen Ekspresyon Diizeyinde incelenmesi

Amag: Mezenkimal kok hiicreler(MKH) giiniimiizde yenileyici tip veya hiicresel
tedavilerin Onemli biyolojik ajanlaridir.  Cesitli dokulardan tiiretilen MKH'lerin
kullanimimi igeren klinik oncesi ve klinik ¢alismalar halen devam etmektedir. Bununla
birlikte, farkli kaynaklardan elde edilen MKH'lerin eszamanli olarak farklilasma
potansiyellerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda farkli dokulardan
izole edilen insan-MKH'lerin farklilasma potansiyellerini gen ifadesi diizeyinde ve

immiinofenotipik 6zelliklerini, karsilastirmali olarak incelemeyi amacladik.

Yéntem: insan adipoz doku (iAD), kemik iligi (KI), gébek bagi Wharton jeli (WJ),
stit disi ve 20 yas disi dental pulpas1 (DP) ve kil folikiilii (KF) kaynaklit MKH’ler uygun
yontemlerle kiiltiire edilmis, pasaj 3’¢ gelen hiicreler flow sitometrik ve
immiinohistokimyasal yontemlerle karakterize edilmislerdir. Tiim kaynaklardan elde edilen
MKH’ler osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilastirma i¢in kimyasal
uyarilmiglardir.  Farklilasan  hiicrelerin ~ gercek ~ zamanli-PZR,  ELIZA  ve

immiinohistokimyasal analizleri yapilmistir.

Bulgular: Tim kaynaklara ait MKH’ler, MKH’ye 6zgii yiizey belirteclerini ifade
etmektedir. DP ve KF kaynakli MKH’ler digerlerinden farkli olarak CD117 ifade
etmektedirler. Kondrojenik farklilasma i¢in WJ, KF ve DP, adipojenik farklilagsma i¢cin W1,
KF ve AD ve de osteojenik farklilasma i¢in WJ, DP ve Ki kaynaklarindan elde edilen
MKH’ler diger gruplara gore daha iyi farklilasma potansiyeli gostermislerdir.

Sonu¢: MKH gruplarmin hepsi immiinofenotipik ve morfolojik olarak benzerlik
gostermektedir. Bununla beraber kok hiicrelerin farklilagma kapasiteleri elde edilen
kaynaklara gore farkliliklar gostermektedir. Bu sonuglar, klinik ve pre-klinik ¢aligsmalara
uygun MKH kaynagi se¢imi i¢in 6nemli bilgiler saglarmaktadir. Calismamizda elde edilen

sonuglar gelecekte yapilacak olan ¢alismalara 151k tutacaktir.

Anahtar sozciikler: Mezenkimal kok hiicre, farklilastirma, yiizey belirtecler, Insan

adipoz doku, kemik iligi, Wharton jeli, siit disi ve 20 yas disi dental pulpasi, kil folikiilii



ABSTRACT

Investigation of Differentiation Potentials of Mesenchymal Stem Cells Obtained From

Different Human Tissues by Immunophenotypic And Gene Expression Levels

Objectives: Recently, Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are important biological
agents in regenerative medicine and cellular therapy. Pre-clinical and clinical studies which
involve the use of MSCs derived from various tissues are still in progress, consequently.
However, there is no study on examining simultaneously differentiation of the potentials of
MSCs derived from different sources. We intended to examine comparatively the differences
in expression levels of surface markers and the immunophenotypic and genotypic
characteristics of differentiation potentials of human-MSCs isolated from different tissues in

our study.

Methods: For this purpose, MSCs from human adipose, bone marrow, umbilical cord
Wharton’s jelly, exfoliated deciduous teeth, wisdom teeth and hair follicle were cultured until
third passaged by using suitable methods and characterized by flow cytometry and
immunohistochemistry methods. MSC derived from each source were induced to differentiate
to the osteogenic, adipogenic and chondrogenic lineages. After differentiation, MSC’s were

analyzed by Real Time-PCR, ELIZA and immunocytochemistry.

Results: Each individual cell population expresses the MSC-specific cell surface
markers. On the other hand, unlike the others, dental pulp and hair follicle-MSC’s express
CD117. Wharton’s jelly, hair follicle and dental pulp for chondrogenic differentiation,
Wharton’s jelly, hair follicle and adipose tissue for adipogenic differentiation, Wharton’s
jelly, dental pulp and bone marrow for osteogenic differentiation have higher potential than

other sources.

Conclusions: Morphological and immunophenotypic characteristics of MSCs are
similar. Differentiation capacities of stem cells show differences according to the resources of
them. These results provide important information about selecting the suitable source of
MSCs for pre-clinical and clinical studies. It is believed that the results of in our study will

shed light the future studies on.

Keywords: Mesenchymal Stem Cells, differentiation, cell surface markers, adipose tissue,

bone marrow, Wharton’s jelly, exfoliated deciduous teeth, wisdom teeth, hair follicle
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

um : Mikrometre

ABMSCs . Alveolar kemik kaynakli mezenkimal kok hiicreler
AD : Adipoz doku

ADFP :Adipoz farklilasma iligkili protein
ADP : Adiponektin

APKH : Apikal papilla kok hiicreleri

BMP :Kemik morfojenik protein 2
cDNA : Tamamlayici DNA

cm? : Santimetrekare

CO; : Karbondioksit

CoLL1 : Kollajen tip 1

COLL2 : Kollajen tip 2

Co . Crossing point

DFPCs : Dental folikiil progenitor hiicreler
DFPH : Dental folikiil progenitor(dncii) hiicreleri
DP : Dental pulpa

DPKH : Dis pulpasi1 kok hiicreleri

EDTA : Ethilen daimin tetra asetik asit
EKH : Embriyonik kok hiicre

FBS : Fetal s1g1r serumu

GFP : Yesil flouresan protein

Xi



GK : Gobek kordonu

GMSCs : Gingiva mezenkimal kok hiicreleri
H&E : Hematoksilin-Eosin
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ITP - Immiin/idiopatik trombositopenik purpura
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Ki . Kemik iligi
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P : Pasaj:
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1. GIRIS

Kok hiicrelerin kendini yenileme, hasarli bolgeye gogii (migrasyonu ) ve dokuyu
olusturan fonksiyonel hiicre tiplerine farklilagabilme yetenegi bu hiicrelerin yenileyici tip
(rejeneratif tip) veya hiicresel tedaviler i¢in heyecan verici bir kaynak olusturmasinin yani
sira hiicresel tedavilerde bu hiicrelerin kullanilmasma yonelik artan bir talebi de
dogurmustur. Ayrica TUBITAK’in  yaymladigi  2003-2023 Teknoloji ~ Ongorii
Calismasi’nda, Tirkiye’de kok hiicre teknolojilerinin gelistirilmesi ve kok hiicrelerin
Ozellikle rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilabilir duruma gelmesi gerekliligi

vurgulanmaktadir (Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu Kasim, 2004).

1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileme yetenegine sahip 6zellesmemis hiicreler olup, kok
hiicrelerden elde edilen yavru hiicreler Ozellesmis hiicrelere Onciiliik edebilir. Kok
hiicreleri elde edildikleri kaynaklara ve farklilasma potansiyellerine gore baslica iki sekilde
gruplandirabiliriz (gizim 1.1).

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore totipotent, pluripotent ve multipotent
olarak adlandirilir. Ancak son zamanlarda oligopotent ve unipotent kavramlari da bu
siniflandirma dahilinde ele alinmaktadir. Kok hiicreler birden fazla hiicre tipine
farklilasirlar. Bunun 6rneklerini insani olusturan ilk hiicre olan déllenmis yumurta hiicresi
ya da zigottan itibaren gorebiliyoruz. Viicuttaki tiim hiicrelere doniigsebilecek potansiyele
sahip olan bu ilk embriyonel hiicreye her seyi yapabilen anlaminda‘“totipotent kok hiicre”
denmektedir. Viicudun endoderm, ektoderm ve mezoderm denilen {i¢ embriyonik
tabakasindan koken alan pek cok farkli hiicre ¢esidine kaynaklik edebilme 6zelligine sahip
kok hiicrelere, “pluripotent kok hiicreler” denir. Gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetal
donemde), hiicreler potensleri azalarak biraz daha 6zel gorevlere sahip olur ve erigkin kok
hiicrelerine doniisiirler. Bu kok hiicreler, tipik olarak yer aldiklart dokunun hiicre tiplerini
iiretirler ve “multipotent kok hiicreler” olarak adlandirilirlar. Ornegin; fibroblastlara,
osteoblastlara, kondroblastlara, tenositlere ve adipositlere farklilasan mezenkimal kok
hiicreler vardir (Karaéz ve Ovali 2004). Baz1 kok hiicreler farklilagsarak bulunduklar
dokuya 6zel sadece birkag hiicre tipine farklilasabilen “oligopotent hiicre” lere dontistirler
(Ates 2016). Multipotent kok hiicre ve bu hiicrelerin boliinmesi sonucu olusan ve tek bir
yonde farklilagma iizere programlanan hiicrelere “unipotent hiicreler” denir (Kansu

2005).



ey

* Totipotent
Farklilasma ¢+ Pluripotent

Potansiyellerine  [3\ITI1T .1 CTld

- Gore  » Oligopotent
" s Unipotent
Kok Hiicre
Siniflandirmasi

* Embriyonik K&k Hiicreler

Elde Edildikleri
Kaynaga Gore

A

Erigkin Kok Hicreler  —

* Embriyonik olmayanKék

Hiicrel <
Y
©

Cizim 1.1. K&k hiicre siniflandirmasi

K&k hiicreler esas itibariyle iki farkli kaynaktan elde edilirler (inan ve Ozbilgin 2009).
A- Embriyonik kok hiicreler
B- Embriyonik olmayan kok hiicreler
a- Erigkin kok hiicreler
- Hematopoetik kok hiicreleri (kemik iligi, kordon kan1 ve periferik kan kok
hiicreleri)
- Mezenkimal kok hiicreler
- Organlardaki kok hiicreler
b- Fetiis kok hiicreleri

c- Kadavra kok hiicreleri.

1.1.1. Embriyonik K6k Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH), memeli blastosistindeki i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen 6zel pluripotent hiicrelerdir (¢izim 1.2). Fertilizasyondan sonra i¢i sivi dolu kiire
seklindeki blastosist yapist bir dis hiicre tabakasi bir de i¢ hiicre kitlesinden olusur. Dis
hiicrelerden trofoektoderm ve daha sonra da plasenta ve diger destek dokulari meydana
gelir. I¢ hiicre kitlesi hiicreleri ise viicuttaki tiim dokular1 olusturacaklardir ve bu nedenle
pluripotenttirler (Ozel 2008). Besleyici bir fibroblast takaba iizerinde ve LIF (1semi
inhibitor faktor) varlignda pluripotent Ozelliklerini ¢ok uzun siire devam ettirebilirler

(Evans ve Kaufmann 1981, Martin 1981).
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Cizim 1.2. Embriyonik kok hiicrelerin eldesinin sematik gosterimi Yu ve Thomson (2006)’dan alinmustir.

EKH’ler pluripotent hiicreler i¢in tanimlanmis olan spesifik yiizey belirtegleri ve
transkripsiyon faktorlerine sahiptirler. EKH’leri tanimlamada kullanilan yiizey belirtecleri
SSEA-3, SSEA-4, TRA 1-60 VE TRA 1-81’dir. EKH’lerin pluripotensi 6zelliklerinden
sorumlu olan transkripsiyon faktorleri ise Nanog, Oct4, Sox2, Klif4, c-Myc ve Lin 28

olarak tanimlanmstir (Isan ve dig. 2016).

1.1.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Embriyonik kok olmayan kok hiiceler birgok kaynakta su sekilde gruplandirilirlar:
a) Eriskin kok hiicreleri (Doku 6zgiin kok hiicre, postnatal kok hiicre)
b) Fetiis kok hiicreleri
c) Kadavradan elde edilen kok hiicreler (Sagsoz ve Ketani 2008)

Embriyonik olmayan kok hiicreler genel olarak multipotent 6zelliktedir ve bu
kaynagin hiicreleri “Eriskin Kok Hiicreler” olarak da isimlendirilir. Eriskin kok hiicreler,
plasenta, gobek bagi, amniyon sivis1 ya da fetusun doku-organlarindan (fetal kok
hiicreler) elde edilebilecegi gibi kadavradan da elde edilebilir. Ancak fetusdan kok hiicre
eldesi ve arastirmalarda kullanilmasi buna yonelik fetus kaynaklarinin olusturulabilecegi
gibi etik sorunlar dogurabilir. Eriskin bir kok hiicre, bir doku veya organdaki farklilagmis
hiicreler arasinda bulunan farklilasmamis hiicre olup, bu hiicre kendisini yenileyebilir ve

iginde bulundugu doku veya organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilir. Erigskin kok
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hiicrelerinin yasayan organizmadaki esas gorevleri, bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve
dokunun devamliligin1 saglamaktir (Karaéz ve Ovali 2004). Erigkin kok hiicreler dokuya
0zgii olmasi, teratom olusturma riski tasimamasi ve etik sorunlarin olamamasi nedeniyle,
yenileyici tipta tedaviye yonelik arastirmalarda sik olarak tercih edilmektedir. Dokularda
nadir bulunurlar ve bulunduklar1 dokuda hasar meydana geldiginde kismen dokuyu tamir
etme yeteneginde olan hiicrelerdir. Bu hiicreler somatik kok hiicreler olarak da
adlandirilirlar ve 6zel kosullar altinda farklilasma gostererek diger dokulara ait hiicre
tiplerine de doniisebilirler. Basta kemik iligi olmak iizere pek cok organda, gerektiginde
cogalabilen, farklilasabilen hiicrelerdir (Ozen ve Sancak 2014). Bu hiicreler genellikle
damardan zengin organlarin stromasinda yerlesik ve fibroblast benzeri yapisal 6zellikleri
olan mezenkimal kok hiicre olarak adlandirilan hiicrelerdir. Calismamizda farkli eriskin

kok hiicre kaynaklarindan elde edilen mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir.

1.1.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), ilk olarak Fridenstein ve dig. (1974)
tarafindan kemik iliginden izole edilmistir ve adherent fibroblast benzeri hiicreler olarak
isimlendirilmistir (Fridenstein ve dig. 1974a, Fridenstein ve dig. 1974b). Daha sonra
Caplan (1991) isimli arastirmaci bu hiicreleri Mezenkimal K6k Hiicre olarak isimlendirmis
ve halen bu sekilde isimlendirilmektedir. MKH’ler adesyon yetenegi, spesifik yiizey
belirtecleri ekspresyonu ve ozellikle osteojenik, kondrojenik ve adipojenik olmak tizere
farklilasma kapasitelerine sahip non-hematopoetik hiicreler olarak karakterize edilirler
(Pittenger ve dig. 1999, Caplan 1991, Dominici ve dig. 2006). ilk olarak kemik iliginde
tanimlanmasinin yani sira, adipoz doku (Zuk ve dig. 2002), dis pulpasi1 (Karadz ve dig.
2009), kordon kani, gobek bagimin Wharton jeli (Chen ve dig. 2015), plasenta, amniyon
stvist (Pievani ve dig. 2014), pankreatik adacik (Karadz ve dig. 2010) ve kil folikiili
(Wang ve dig. 2013) gibi ¢esitli dokulardan MKH’lerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu
hiicrelerin izolasyon ve kiiltlir kosullar1 farkli olmasina ragmen Uluslararas1 Hiicresel
Tedavi Dernegi (International Society of Cellular Therapy, ISCT) MKH’lerin
tanimlanmasi igin gerekli kriterleri belirlemistir. Buna gore, mezenkimal kok hiicreler
normal kiiltiir kosullarinda plastik kiiltiir kaplarina yapisma 6zelligi gosterir, CD73, CD90
ve CD105 ylizey belirteglerini ifade ederken, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19
ve HLA-DR gibi hematopetik belirtegleri ifade etmezler (Dominici ve dig. 2006). Ayrica
MKH tanimlamada o-SMA (Alfa Smooth Muscle Actin, fibronektin, nestin, desmin ve

vimentin gibi belirtegler de kullanilmaktadir (Karadz ve dig. 2011, Hoppo ve dig. 2004).
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Calismamizda insan adipoz doku (AD), gdébek kordon-warthon jeli (WJ), kil
folikiilii (KF), siit ve 20 yas disi dental pulpasi (siit DP ve 20 yas DP), kemik iligi (Ki),
MKH kaynagi olarak kullanilmistir.

1.1.3.1. Adipoz doku kaynaklt MKH’ler

Adipoz doku kemik iligi ile benzer kékenden yani mezensimden orijinlenmektedir.
Viicudumuzda en fazla bulunan dokular arasinda yer aldig1 diisiiniildiigtinde MKH’ler i¢in
zengin bir kaynak oldugu asikardir. Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AD-
MKH’ler) saglikli vericilerden yag aldirma yontemiyle deri alti yag dokusundan
laboratuvar kosullarinda izole edilmektedir (Oztel 2010).

Uzun yillardir, yag dokusunun hiperplastik (hiicre sayi, ve biyliklik artisi)
biiyiimesinin unipotent progenitdr hiicre populasyonlarinin yani pre-adipositlerin varligina
bagli olduguna inanilmaktadir (Ergiin 2003). Ancak Zuk ve dig. (2001), yag dokusunda
kendini yenileyen fibroblast benzeri hiicrelerin ve bu hiicrelerin adipojenik, kondrojenik ve
osteojenik farklilagsma yeteneginde yani multipotent kapasiteleri olan hiicrelerin varliginm
gostermislerdir (Zuk 2001). Adipoz kaynakli kok hiicreler, Uluslararas1 Hiicresel Terapi
Dernegi'nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi tarafindan 6nerilen MKH'lerin
tipik 6zelliklerini gostermektedir (Dominici ve dig. 2006). Boylece yag dokusu hiicre bazli

tedavilerde kullanilmak iizere bir MKH kaynagi olarak diisiiniilmektedir.

1.1.3.2. Dental pulpa kaynakli MKH ler

Dental kok hiicre nisi ¢esitli arastirma gruplarinin odak noktasinda yer almaktadir.
Farkli dental dokudalarda baslica alt1 dental kok hiicre tipi; Dis pulpast kok hiicreleri
(DPKH), ¢ekilmig/stirmiis siit disleri (stit-DPKH), periodontal ligament kok hiicreleri
(PDLKH), dental folikiil progenitdr (6ncii) hiicreleri (DFPH), apikal papilla kok hiicreleri
(APKH) ve siit disi periodontal ligament hiicreleri seklinde isimlendirilmislerdir (Cizim
1.3). Bu alt-tiplerden aslinda sadece ti¢ii dis pulpasina aittir; DPKH’leri, siit-DPKH’leri,
APKH’leri (Perlea ve dig. 2016).

DPKH’leri ilk olarak Gronthos ve dig. tarafindan izole edilip karakterizasyonlari
yapilmistir. Bu hiicrelerin koloni olusturdugu ve kolonideki her hiicrenin fibroblast benzeri
morfoloji sergiledigini rapor etmislerdir (Gronthos ve dig. 2000). DPKH’lerinin izolasyonu
enzimatik ve eksplant olmak tizere iki farkli yontemle yapilmis ve her iki yontemle izole
edilen DPKH’leri arasinda ¢ogalma oranlari, koloni olusturma ve de ylizey belirteclerinin
ifadesinde farklilik olmadigini gostermislerdir (Hilkens ve dig. 2013). Ayrica bu hiicrelerin
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osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasabildigini de ifade etmislerdir (Hilkens ve
dig. 2013).

PDLSCs ‘ SHED DPSCs

ABMSCs

Cizim 1.3. Insan dental doku kaynakli MKH’lerinin elde edildikleri nisi gdsteren sematik ¢izim Chalisserry ve
dig.(2017)’den alinmistir. ABMSCs: Alveolar kemik kaynakli mezenkimal kok hiicreler, DFPCs: Dental
folikiil progenitor hiicreler, DPSCs: dental pulpa kaynakli kok hiicreler; GMSCs: Gingiva mezenkimal kok
hiicreleri, PDLSCs: periodontal ligament kok hiicreleri, SCAP: apikal papilla kok hicreleri, SHED:
¢ekilmis/stirmiis siit disi, TGPCs: dis germ progenitor hiicreler.

1.1.3.3. Kil folikiilii Kaynakli MKH ’ler

Kil folikiilii kaynakli kok hiicreler (KF-MKH’ler) ¢ikinti (bulge) adi verilen nis
iginde yer alirlar (¢izim 1.4). Cikinti erektor pili kasinin baglanma yeri ile sebase bez
arasinda bulunmaktadir (Joulai ve dig. 2017) (¢izim 1.4). Bulge hiicreleri her ne kadar kil
folikiili ile iliskili kok hiicreler isimlendirilseler de (hair follicle-associated-pluripotent
(HAP) stem cells) KF-MKH’lerin kil veya epidermis disinda adiposit, osteosit ve kas
hiicrelerine farklilastigi gosterilmistir (Amoh ve Hoffman 2017). Cikint1 kdk hiicrelerinin
MKH morfolojisine ve plastik kiiltlir kaplarina yapisma yetenegine sahip oldugu, ayni
zamanda MKH karakterizasyonunda kullanilan ylizey belirteglerinin varligi yapilan
calismalarda ortaya konmustur (Coelho de Oliveira ve dig. 2017). Dolayisiyla bu hiicreler

de mezenkimal kok hiicre kaynaklar1 arasinda yerini almistir.
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Cizim 1.4. Kil folikiilii kaynakli MKH’lerin yerlesimi Fujiwara ve dig. (2011)” den alinmustir.
1.1.3.4. Wharton jeli kaynakli MKH ler

Hamilelik sirasinda fetus ile plansenta arasindaki dolasimi saglayan baglantiy1
gobek kordonu (GK) olusturur. Anatomik olarak GK’nu iki arter ve bir ven’den
olugsmaktadir. Bu damarlar Warton Jeli (peltesi) (WJ) olarak bilinen proteoglikanlarca
zengin matriks i¢ine gomiiliidiir ve en dista amniyotik epitelyum ile kaplidir (Witkowska-
Zimny ve Wrobel 2011) (Cizim 1.5). GK-Wharton Jeli ilk olarak 1956 yilinda Thomas
Wharton tarafindan ilkel bag dokusu olarak tanimlanmistir (Taghizadeh ve dig. 2011).
Daha sonra McElreavey ve dig. (1991) tarafindan bu dokudan fibroblast benzeri hiicrelerin
elde edilebildigi ve kiiltiirlerinin miimkiin oldugu rapor edilmistir. Boylelikle WJ, kok
hiicre kaynaklar1 arasinda yerini almistir.

Birgok kaynakta WJ-MKH’lerin, MKH’ye 6zgii yiizey belirtegleri olan CD105,
CD90, CD44, CD73, CD29 ve CD166 ifadesinin varligin1 ve hematopoetik belirte¢ olan
CD45, CD14, CD34 ifadesinin ise bulunmadigi rapor edilmistir (Kim ve dig. 2013, Frausin
ve dig. 2015). Ayrica WJ-MKH’lerinin adopojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagma
yeteneklerinin oldugu gosterilmistir (Frausin ve dig. 2015, Wang ve dig. 2004).



Cizim 1.5. Gobek kordonunun yatay kesiti. W —wharton jeli, A- umblikal arter, V- umblikal ven. Harvey ve
Kilman (2006)’dan almmustir.

MKH’lerin postnatal biliylime ve gelisim, doku onarimi, rejenerasyon ve
homeostazisin saglanmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. MKH’lerin kendini
yenileme ve dokuyu olusturan fonksiyonel hiicre tiplerine farklilasma yetenegiden dolay1
hiicre bazl tedaviler i¢in heyecan verici bir kaynak olusturmaktadir. Bu yiizden, MKH’ler
doku onarim1 ve rejeneratif tipta iimit verici bir tedavi araci olarak kullanilabilecegi kabul
edilir (Caplan 2009, Sensebe ve Bourin 2009). MKH’lerin bu 6zelliklerinden yola ¢ikilarak
hiicre bazli tedaviler i¢in yapilan calismalarin baslicalar1 ndrodejeneratif hastaliklar,
miiskiiler hastaliklar, ortopedi, kardiyoloji olarak géze ¢carpmaktadir (Yanbakan 2015).

Santral sinir sistemi hiicrelerinin rejenerasyon (kendini yenileme) yeteneginin
olmadig1 1928 yilinda Ramon ve dig. tarafindan belirtilmigse de uzun yillar kabul géren bu
goriise ragmen son Yyillarda yapilan caligmalar ile yetiskin travmatize edilmis insan
hipokampusunda da yeni noronlarin gelistigi gozlemlenmistir (Hess ve Borlongan 2008).
Insan hipokampusunda dentat girusta yeni noronlarm varligini gostermistir (Eriksson ve
dig. 1998). Lindvall ve dig. (1992) iki parkinson hastasina fotal mezensefalik dokudan
doku nakli yapmislar ve bu hastalarin motor fonksiyonlarindaki gelisimi gostermisler.
Kefalopoulou ve dig. (2014) yaptiklart olgu sunumunda, f6tal mesensefalik doku
nakledilen iki parkinson hastasindaki gelisimleri 15-18 yil gozlemlemisler. Hastalarin
pozitron emisyon tomografi (bilgisayarli tomografi) (PET) gostergelerinde dopaminerjik
alanlar1 gostermisler ve dopaminerjik ila¢ kullanmaksizin giinliik islerini kendilerinin
yapabildiklerini sOylemislerdir. Ancak bu dokularin ndrodejeneratif hastaliklarda
kullanilmasi elde edilmesinin zorlugu ve etik kurallardan dolay1 ¢ok da kullanilabilir bir

yontem gibi gbziikmemektedir.



Norodejeneratif hastaliklarda farmakolojik uygulamalar ise kardinal semptomlarin
iyilesmesine etki eden faktorlerin gelistirilmesini amaglamaktadir. Ancak bu
uygulamalarin hicbiri tedavi edici degildir. Bu sebeple arastirmacilar hiicresel tedavilere
yonelmisglerdir. Dolayisiyla daha once bahsedilen MKH o6zellikleri de gbéz oOniinde
bulunduruldugunda, daha kolay ulasilabilir MKH kaynaklarina yonelik calismalar 6nem
kazanmistir. Parkinson modeli gelistirilen ratlarda insan Ki-MKH kullanilmis ve ratlarin
beslenmeleri ile ilgili ve apomorfin kaynakli kontralateral rotasyonlarinda kademeli
azalmanin yam sira motor testlerinde davranmigsal iyilesme gozlenmistir. Ayrica alinan
histolojik kesitlerde asilanan hiicrelerin hayatta kaldig1 insana 6zgii astrosit belirtecleri ile
gosterilmis ve ayn1 zamanda terminal sinir sistemi dopaminerjik hasarin rejerasyonunda bu
hiicrelerin etkili oldugunun kanitlanmigtir (Bahat-Stroomza ve dig. 2009). Yedi parkinson
hastasina otolog KI-MKH uygulanmis ve bu hastalarin Parkinson hastalig1 igin
kullandiklar ilag dozlarini disiirdiikleri goriilmiis (Venkataramana ve dig. 2010). Yine
omurilik hasarli 10 hastada otolog KI-MKH uygulamasi ile bu hastalarin giinliik
aktivitelerindeki motor giigleri gelismis, MR ve elektrofizyolojik skorlarinda 6nemli
degisimler gozlenmistir (Karamouzian ve dig. 2012, Saito ve dig. 2012). Giordano ve dig.
(2014) faz 1 galismasi olarak progresif supraniikleer palsi (PSP) hastalarina otolog kemik
iligi kaynakli MKH tedavisi tasarlamiglardir. Tedaviden bir yil sonra yapilan tek foton
emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) ve PET goriintiilerinde dopamin tastyicilarin
yogunlugunu ve metabolik siireglerin normallestigini gostermisler. Mini mental durum
muayenesi (MMSE) ile noropsikolojik 6l¢iimde (sozel anlama, algisal Orgiitlenme, ani
bellek, gecikmis hafiza, kelime listesi tanima, dil dikkat / konsantrasyon, gorsel yetenek,
islem hizi, yiirlitme islevi) skorun tedavi dncesine gore arttig1 gésterilmistir.

Miiskiiler distrofi hastalarinin ¢ogunda tedavi edici bir uygulama secenegi
bulunmamaktadir. Yapilan uygulamalarin ¢ogu hastalik seyrini yavaglatmaya yoneliktir.
Bu sebeple kas hastaliklarinda kok hiicre tedavisi onem kazanmaktadir. Bu ¢alismalardan
birkag tanesi su sekildedir; Lee ve dig. (2015) adipoz kaynakli kok hiicrelerinin Duchenne
Miiskiile Distrofi model farelerin (mdx fare) kas hasarinda rejeneratif etkisin oldugunu
sOylemigler ve de in-vitro deneylerde GFP isaretledikleri adipoz kaynakli kok hiicrelerinin
distrofin eksprese eden mikrotiibiillere farklilagtigini gostermisler.

Alexeev ve dig. (2014) insan adipoz koOk hiicresinin, ekstraseliiler matriks
proteinlerini sentezleyen genleri eksprese ettiklerini gostermisler ve bu hiicreleri kollagen
4-yetersiz farelere enjekte etmigler. Daha sonra bu farelerdeki kas, hiicreler aras1 matriks

olusumu ve ilgili genlerin ifadesi ile gosterilmistir. Miiskiiler distrofili 150 hastaya kemik
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iligi mononiikleer hiicrelerinin intramuskuler ve intratrakeal enjekte edilmis ve bu
hastalardaki kas aktivitesini MRI ve EMG ile sergilenmistir (Sharma ve dig. 2013).
Calismanin sonuglar1 bu tedavinin giivenli ve etkili oldugunu ve ayrica muskiiler distrofili
hastalarin yasam kalitesini iyilestirdigini géstermektedir.

Kalp hastaliklarinda tedavi durumu nérodejeneratif ve miiskiiler hastaliklardakine
benzer sekilde rejenerasyona yonelik degildir. Mevcut yontemler kardiyomiyosit kayb1 ve
kalp yetmezligi sorununu ¢ozememektedir. Benzer sebeplerle kardiyolojik hastaliklarda da
MKH arastirmalar1 devam etmektedir. Kalp krizi sonrasi hasarin onariminda ya da
kardiyomiyopatilerin tedavisinde kok hiicre kullanimi igin klinik arastirmalar devam
etmektedir. Bu arastirmalar genellikle kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
kullanimina yoneliktir (Lee ve dig. 2011, Guijarro ve dig. 2014, Bolli ve dig. 2018).

Ortopedi de ise 6zellikle diz eklemlerini etkileyen akut travma veya osteoartrit gibi
eklem kikirdagi lezyonlari, bu dokularin zayif olan rejeneratif 6zelliklerinden dolay1 biiyiik
o6l¢iide ¢oziimlenemeyen klinik sorunlar olmaya devam etmektedir. Klinisyenler a¢isindan
hasarli eklem yiizeyini onarmak i¢in ¢esitli secenekler mevcut olsa bile dmiir boyu yapilan
fiziksel aktiviteler sirasinda karsilasilan mekanik etkilere, dokunun dayanma giicii sinirlidir
ve hicbiri dogal kikirdak biitlinliigiinii geri kazandirabilmede yeterli olmamaktadir.
Kikirdak dokusuna destek olabilen kok hiicrelerin uygulamasma dayali stratejiler,
hastalarda kikirdak lezyonlarinda etkili tedaviler saglayabilir (Gozen ve dig. 2015).
Kikirdak dokusunun tamiri i¢in en uygun kok hiicre kaynaginin sec¢imi ise kolay
ulasilabilir, islenebilir olmas1 ve de kikirdak doku farklilagsmasindaki basarisina baglh
olabilir. Bu amagla kemik iligi kaynakli MKH’lerin in-vivo kullanimi, eklem kikirdagi
hasar1 ve osteoartrit olusturulmus hayvan modellerinde (sigan, tavsan, domuz, koyun, at)
lezyon onariminin gelisimi kontrol gruplari ile karsilagtirmali olarak calisilmis ve MKH
uygulanan gruplardaki gelisim gosterilmistir (Al Fageh ve dig. 2012, Yan ve dig. 2007).

Yine MKH kaynagi olarak kemik iligi secilen klinik arastirmalar Retinitis
pigmentosa i¢in yapilmaktadir. Otolog KI-MKH uygulamas: yapilan bu calismalar faz I
asamasindadir. Behget Hastaliginda ortaya ¢ikan okiiler lezyonlarin tedavisi igin de otolog
Ki-MKH verilmis ve bu hastalarda lezyon gelisiminin ve retinal hasarin kademeli olarak
durdugu ayrica vaskiiler hasarin onarildigi rapor edilmistir (Davatchi ve dig. 2015).

Kok hiicrelerin, ¢cogalma, morfolojik ve immiinofenotipik 6zellikleri, farklilagma
kapasiteleri, elde edildikleri kaynaklara gore farkliliklar gosterebilir. Bu yiizden farkli kok
hiicre kaynaklarindan elde edilen kok hiicrelerin biyolojik 6zelliklerinin analizi ve

yenileyici ve onarici tip i¢in en uygun ve kullanilabilir kok hiicre kaynaklarinin tayini
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onem tagrmaktadir. Yillarca deneysel ve klinik uygulamalarda KI MKH’si ana kaynag:
olarak kabul edilmis olmasmna ragmen Ki-MKH’lerin kullanimi bazi dezavantajlara
sahiptir. Oncelikle, hasta veya donerden kemik iligi toplama prosediirii oldukca agrili ve
invazivtir, ayrica Ki’den elde edilen MKH’lerin sayisi, c¢ogalmasi ve farklilasma
potansiyeli donoriin yasiyla ters orantilidir (Caplan 2009). Bu durum dikkate alindiginda
kemik iligine alternatif MKH kaynaginin ya da kaynaklarinin tespiti onem arz etmektedir.
Bu dogrultuda ¢alismamizda insan adipoz doku, gobek kordon-warthon jeli, kil folikiilii,
siit ve 20 yas disi, kemik iligi MKH kaynagi olarak kullanilmistir.
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2. AMAC

MKH’ler giinlimiizde yenileyici ve onarici tipta kullanilan hiicresel tedavilerin
onemli biyolojik ajanlaridir. Bu amagla cesitli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin
kullanilmasma yonelik Klinik oncesi ve klinik c¢alismalar devam etmektedir. Bu
caligmalarda bir¢ok kaynaktan elde edilen kok hiicreler yine bir¢ok hastaligin tedavisinde
kaynak olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, farkli kaynaklardan elde edilen
MKH’lerin farklilagsma potansiyellerini inceleyen c¢alismalar son derece kisithidir. Kok
hiicrelerin, ¢ogalma, morfolojik ve immiinofenotipik 6zellikleri, farklilasma kapasiteleri,
elde edildikleri kaynaklara gore farkliliklar gosterebilir. Dolayisiyla farkli kaynaklardan
elde edilen kok hiicrelerin biyolojik 6zelliklerinin analizi, yenileyici ve onarici tip i¢in en
uygun ve kullanilabilir kok hiicre kaynaginin tayini biiyiik 6nem tasimaktadir.

MKH’lerin ilk olarak elde edildigi kaynak kemik iligidir. Kemik iligi kaynakl
MKH’ler iyi tamimlanmis ve bir¢ok calismada kullanilan ana kok kaynagi olmasina
ragmen kemik iligi toplama yontemi oldukca agrili ve invaziv bir yontemdir. Ayrica Ki-
MKH’lerin sayisi, ¢ogalmasi ve farklilasma yetenegi donoriin yasi ile ters orantilidir.
Biitiin bu olumsuzluklar goz 6niine alindiginda kemik iligine alternatif MKH kaynaklarinin
tespiti onem kazanmaktadir.

Bu calismada, klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda kullanilmasi 6ngériilen MKH’ler
icin en uygun kaynagin se¢imine 151k tutmak amacglanmistir. Bu amagla ulasilmasi diger
kok hiicre kaynaklarina oranla daha uygun ve kolay elde edilebilir olan insan adipoz doku,
gobek kordon-warthon jeli, kil folikiild, siit disi, 20 yas disi ve kemik iligi kaynak olarak
kullanilmistir. Bu kaynaklardan elde edilen MKH’lerin daha oOnce es zamanlhi ve
karsilastirmali olarak karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu hiicrelere adipojenik, osteojenik
ve kondrojenik farklilasma islemleri uygulanmis ve farklilasma potansiyelleri
karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Sonu¢ olarak yukarida bahsedilen kok hiicre
kaynaklarindan elde edilen kok hiicrelerin, kok hiicre karakterleri karsilastirmali olarak
incelenmis, hangi tiir hiicre tipine farklilasma potansiyelinin daha iyi oldugu hakkindaki

bilgiye ulagsmak hedeflenmistir.
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3. YONTEM

Bu calismada Kocaeli Universitesi KOGEM’de daha 6nceki ¢alismalar igin doku
kaynagina uygun izole edilmis olan ve hiicre kiitiiphanesine kazandirilan hiicrelerden insan
adipoz doku, siit disi ve 20 yas dis pulpasi, kil folikiilii, gobek bagi Wharton Jeli ve kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin kullanimina yonelik
etik kurul onay1r KU GOKAEK 2017/8.36 no’lu karar ile alinmstir. izole edilen bu kok
hiicrelerin karakterizasyonlar1 akis sitometri, immunohistokimya ve immunofloresan
yontemler ile gerceklestirilmistir. Karakterizasyonu gerceklestirilen MKH’lerin farklilagsma
potansiyellerinin incelenmesi i¢in kimyasal uyarimla osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farkhlastirmalar1  gergeklestirilmistir. Farklilastirma sonrasi, hiicrelerin farklilagtigini
gdsterebilmek igin farklilasmaya 6zgii proteinlerin analizi ELISA yontemi ile yapilmistir.
Farklilasmadan sorumlu genlerin ifadesi ise Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) yontemi ile gostilmistir.
3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii
3.1.1.insan Adipoz Doku Kaynakh Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Standart cerrahi insizyon ile sezaryen sirasinda saglikli annelerin deri alti
dokusundan adipoz dokusu alinmistir. Alinan doku %10 penisilin/streptomisin igeren
HBSS (Hanks’ balanced salt solution) igerisine alinarak laboratuvara getirilmistir. Doku,
kan ve atiklarin uzaklastirilmas: amaciyla %10 penisilin/streptomisin iceren HBSS
(Invitrogen/Gibco) ile birka¢ kez yikanmistir. Doku mekanik olarak pargalamak iizere
bistiiri yardimiyla yaklasik 10 mm?® liik parcalara ayrilmistir. Enzimatik ayristirma
amaciyla parcalanan yag dokusu 50 mL’lik tiiplere alinip ilizerine %0.075 kollejenaz
enzimi igeren HBSS soliisyonu eklenmistir. Sonrasinda 37 C calkalamali su banyosunda
60 dakika enzimatik pargalanmanin gerceklesmesi i¢in bekletilmistir. Siire bitiminde
hiicreler 70 um porlu hiicre stizgeci ile siizlilerek {izerine %1 penisilin/streptomisin ve %10
FBS (Fetal Bovine Serum) (Invitrogen/Gibco) iceren 10 mL Eagle’s besiyeri
(Invitrogen/Gibco,) eklenmistir. Hiicre siispansiyonu 10 dakika 300 x g’de santrifii
edilmistir. Adipoz doku hiicreleri birkag kez MEM (Minimal Essential Medyum)
(Invitrogen/Gibco) ile yikamp 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekilmis ve 37 °C’de %5
COy’e sahip nemli ortamda kiiltiire edilmistir. Ug giin sonrasinda yine ayni icerige sahip

yeni besiyeri ile besiyeri degisimi gerceklestirilmistir. Mikroskop ile kontrol edilen
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hiicreler kiiltiir kabinin tabanmi %70 oraninda kapladiginda 9%0.25 trypsin-EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) (Invitrogen/Gibco) ile 5 dakika bekletilmistir. Bu sekilde
kiltiir kabina yapisan hiicreler kiiltiir kabindan kaldirilip yeniden kiiltiire edilmistir. Bu
islem alt-kiiltiir (pasaj) (P) olarak degerlendirilmistir. Tripan mavisi boyasi ile sayimi
yapilan 0,5-1X10° hiicrenin kiiltiir kaplarma (T75) (BD Biosciences Labware, Le Pont De

Claix, France) ekimi yapilmistir.

3.1.2.insan Siit Disi Dental Pulpas:1 ve 20-Yas Dis Pulpasi Kaynakh Mezenkimal Kok

Hiicrelerin Izolasyonu ve Kiiltiirii

Insan siit disi ve 20-yas dis pulpasi kok hiicrelerinin elde edilebilmesi igin; dis
hekimliginde kullanilan steril frezler ile kronun kokten ayrilmasi ile pulpa dokusu ortaya
¢ikarilmig ve bu dokudan pulpa kok hiicreleri elde edilmistir. Kullanilan dislerin hi¢birinde
ciirik ve dolgu olmamasina dikkat edilmistir. Alinan dokular, %10 penisilin/streptomisin
iceren HBSS iginde ¢oziilmiis olan 2 mg/ml tip 1 kollejenaz (Gibco Invitrogen, Grand
Island, USA) i¢inde 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. Siire bitiminde pulpa
materyalini igeren soliisyon 70pum’ lik porlari olan siizgegten (BD Biosciences Discovery
Labware, Bedford, MA, USA) gegirilmistir. Siiziilen hiicreler 2-3 kez PBS (fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikandiktan sonra 15 ml’lik tiipe (BD Biosciences Discovery
Labware, CT, USA) alinmis iizerine 4 ml HBSS konulmus ve 1800 rpm de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist s1vi kisim (Stipernatant) atilmis ve bir kez daha
PBS ile yikanmistir. Son yikama isleminden sonra elde edilen hiicreler %1
penisilin/streptomisin  (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA) ve %15 FBS (Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA) igeren MEM-Earle besiyerinde (Biochrom AG, Berlin,
Germany) T-25 kiiltiir kaplarinda 37 <C’de %5 CO5’e sahip nemli ortamda (inkiibator)
kiiltiire edilmistir. Yaklasik 48 saat sonra besiyeri degistirilerek kiiltiir kabinin tabanina
yapismayan hiicreler uzaklastirilmigtir. Sonraki giinlerde inverted mikroskop ile diizenli
olarak kontrol edilip haftada 2 kez olmak {izere besiyerleri degistirilmistir. Kiiltiir kabinin
taban1 %70-80 oraninda hiicrelerle kaplandiginda (yaklasik 16-18 giin sonra) %0.25’lik
tripsin-EDTA (Gibco Invitrogen) ile pasajlart yapilmistir. Hiicre sayimi tripan mavisi

boyast ile yapilmis olup, 0,5-1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
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3.1.3.Insan Kil Folikiili Kaynakh Mezenkimal Koék Hiicrelerinin izolasyonu ve

Kiiltiiru

Micropunch teknigi ile yetiskin erkek sa¢ derisi dokusundan elde edilen kil kokleri
serum fizyolojik i¢inde 50 mL’lik tiiplere alinarak laboratuvara getirilmistir. Laminar flow
kabin altinda, serum fizyolojik kil koklerinden uzaklastirilmis ve igerisinde %10
penisilin/streptomisin eklentisi bulunan HBSS ile petri kaplarina alinmistir. Kil kokleri
bistiiri kullanilarak ayrilmistir. Ayrilan kil kokleri %20 FBS ve %1 penisilin-streptomisin
eklentisi iceren DMEM/F12 (Gibco Invitrogen) besiyeri i¢inde 37 <C’de %5 CO,’e sahip
nemli ortamda kiiltlire edilmistir. Kiiltiiriin yaklagik 16. giiniinde kil folikiilii etrafinda ilk
hiicrelerin ¢ogalmasi ve migrasyonu gozlenmistir. Kiiltiiriin 27. giliniinde kiiltiir kabindan

kil folikiilii uzaklastirilmis ve kiiltiir kabina tutunan hiicreler pasajlama islemine alinmistir.

3.1.4.insan Wharton Jeli Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin izolasyonu ve

Kiltiri

Miyadinda dogmus bebeklerin atilacak olan gébek kordonu, steril bir makasla 12-
13 cm Kesilerek alinmig ve PBS igerisinde laboratuvara getirilmistir. Uygun kosullar
altinda alinan dokudan kan, doku ve piht1 artiklar1 temizlenmistir. Gobek bagindan damar
yapilar ¢ikarilmistir. Gobek baginin i¢ kisminda kalan jelimsi kisim bistiiri yardimi ile
yaklasik 0,5-1 cm’lik pargalara ayrilmistir. Enzimatik olarak pargalanmasi amaciyla doku
parcalar1 37 °C’de 2-3 saat kollejenaz/tripsin karisimi (1:1) ile reaksiyona sokulmustur.
Stire bitiminde, pulpa materyalini igeren solusyon 70 pm porlu silizgecten gecirilmistir.
Siiziilen hiicreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra 15 ml’lik tiipe alinip 1800 rpm de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmis ve pelet bir kez DMEM
ile yikanmis ve %5 CO; igeren 37 °C inkiibatérde %10 FBS igeren DMEM besiyerinde
kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin hiicre kiiltiir kabinin tabanina yapisip ¢ogalmaya basladigi
invert mikroskop ile kontrol edilmistir. Kiiltiir kabinin tabanimi %70 kaplayan hiicreler

tripsin ile kaldirilarak pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

3.1.5.insan Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal K6k Hiicrelerinin izolasyonu ve

Kiiltiiri

Immiin/Idiopatik trombositopenik purpura (ITP) tanis1 konulan hastalarm iliak
krestinden 2-4 ml kemik iligi aspire edilmistir. Akim sitometri analizi ile bu hastalarin

saglikli oldugu gosterildikten sonra isleme alinmistir. Kemik iligi 1:1 oraninda serum
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fizyolojik ile seyreltilmistir. Karigim, 1:2 oraninda Ficoll-Paque PLUS gradient (1.077
g/ml) (STEMCELL Technologies,Inc.) iizerine yayilmistir. 15 dakika 500g de santrifiij
edilmistir. Ficoll ile serum arasinda kalan bulutsu tabaka (diisik yogunluktaki
mononiiklear hiicreler) toplanarak iki kez PBS ile yikanmistir. Hiicreler %1
penisilin/streptomisin ve %15 FBS iceren MEM-Earle besi yerinde, 1x10° hiicre/cm®
olacak sekilde T-25 kiiltiir kabina alinmistir ve 37 °C’de %5 CO,’e sahip nemli ortamda
kiiltiire edilmistir. Istedigimiz hiicreler ii¢ giin kiiltiire edildikten sonra mezenkimal kok
hiicrelerin kiiltiir kabina yapisma ozelliginden yararlanilarak izole edilmistir. Ugiincii giin
eskiyen besiyeri hem yapisma Ozelligi gostermeyen hiicreleri uzaklastirmak hem de
MKH’leri beslemek {izere taze besiyeri ile degistirilmistir. Adherent hiicreler kiiltiir
kabinin tabanim1 %70 kapladiginda tripsin ile kaldirilarak pasajlama islemi

gerceklestirilmistir.
3.2. Hiicrelerin Coziilerek Karakterizasyona ve Farklilasmaya Hazirlanmasi

Kiiltiir kab1 yiizeyinin %70’ini kaplayan kok hiicreler Ca™* ve Mg™" icermeyen PBS
ile yikanmis ve sonrasinda yiizeyden tripsin yardimi ile kaldirilmistir. Thoma lam ile
hiicre sayisi belirlendikten sonra bir kriyovialde 3x10° olacak sekilde %60 bazal besiyeri,
%35 FBS ve %5 DMSO (Dimetilstilfoksit) oranlarinda hazirlanan dondurma besiyerinin
icerisinde direk olarak -152 °C’de dondurularak saklanmiglardir.

Daha 6nceki ¢alismalarda izole edilmis olup fazlast KOGEM hiicre kiitiiphanesinde
bulunan hiicreler bu tez ¢alismasi i¢in ¢oziildii. Hiicre ¢6zmek i¢in vialler dondurucudan
cikarildiklarinda hizli bir sekilde 37 °C su banyosu igerisinde 1-2 dk karistirilarak eritildi
ve ardindan serum igeren besiyeri ile muamele edildi. Hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5
dk santrifiij edilerek pelet haline getirildikten sonra Thoma laminda Tryphan Blue ile
boyanarak canlilik oranlar1 belirlendi ve T75 kiiltiir kabina 0,5-1x10° canli hiicre olacak
sekilde ekildi. Kiiltlir kabinin tabanimi %70 kaplayan hiicreler tripsin ile kaldirilarak
pasajlama islemi gergeklestirildi. Pasaj 3’de uygun kosullarda kiiltiiriine devam edilen

hiicrelerin karekterizasyon ve farklilastirma islemlerine baslandi.
3.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizyonu
3.3.1. Akim (Flow) Sitometrisi Yontemi ile Karakterizasyon

Hiicreler kiiltiirde P3’e ve yeterli sikigikliga (konfluent) (%70) ulastiginda tripsin

ile kaldirildi. Hiicre sayimi yapilarak hiicre sayisi belirlendikten sonra PBS ile iki kez
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yikandi. PBS i¢inde homojenize edilen hiicrelere izotiyosiyonat (FITC) ve fikoeritrin (PE)
konjuge monoklonal antikorlar (CD10, CD13, CD29, CD44, CD71, CD73, CD90, CD105,
CD146, CD166, HLA-ABC, CD7, CD11bh, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45,
CD106, HLA-DR, HLA-G ve CD117) ve uygun izotip kontrollerinden 10’ar ul eklendi.
Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilen hiicrelere yikama soliisyonu (% 0.1 sodyum azid
iceren PBS) eklenerek santrifiij edildi (5 dk. 500g). Santrifiij sonrasinda supernatant
dokiiliip, pelet 500 pl hiicre yikama soliisyonuyla yeniden karistirildi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu FACS Calibur akim sitometri cihazinda okutuldu. Analizi BD Cell Quest TM

software programi ile gergeklestirildi.

3.3.2. immunohistokimya/iImmunofloresan Yontemi ile Karakterizasyon

MKH’ler P3’e geldiginde immiinohistokimyasal yontemlerle karakterizasyonu
yapilmak {izere poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (Culture-Chamber-
slide-8 well (24/pk)) 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Hiicreler kiiltiir kabina
tutunmasinin saglanmasi igin bir gece 37 C’de ve %5 COy’e sahip nemli ortamda kiiltiire
edildiler. Ilk olarak hiicreler metanolle +4 °C’de 5 dk fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda
PBS ile 2 kere yikanan hiicreler %1,5 normal blok serum igceren PBS’de 30 dk. inkiibe
edildi. Antibody Diluent ile uygun oranlarda (Cizelge 3.1.) dilue edilen primer antikorlar
(A-SMA, CD34, fibronektin, CD45, netsin, desmin, CD44, CD105 ve vimentin) eklendi ve
oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. PBS ile 3x5dk yikama islemi yapildi. Sonrasinda
immunfluoresans c¢aligmalar i¢in uygun fluoresans (FITC) isaretli sekonder antikorlar ile
oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edildi. Niikleer boya ihtiva eden kapatma medyumu
(UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile kapatilarak fluoresan
mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotograflandi.

Immmunohistokimya ¢alismalari i¢in streptavidin—peroxidase yontemi (UltraVision
Plus Large Volume Detection System Anti-Polyvalent HRP immunostaining Kit; Thermo
Scientific, Cheshire, UK) kullanildi. Hiicreler %0,3 hidrojen peroksitli metanol igerisinde
buz iizerinde 5 dk bekletildi ve 15 dk kurumasi igin bekletildi. PBS ile yikanan hiicreler
Ultra V Blok ile 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda primer antikor ile
(diliisyon oranlart Cizelge 3. 1’de verildi) 4°C’de bir gece bekletildi. Diger giin primer
antikor uzaklastirildiktan sonra hiicreler biyotinlenmis sekonder antikor ile 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 15 dk oda sicakliginda streptavidin
peroksidaz uygulanan hiicrelerin AEC kiti (Zymed Laboratories) ile sinyalleri tespit edildi
ve ¢ekirdek boyasi olarak H&E (Hematoksilin-Eosin) kullanildi.
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Cizelge 3.1. Immiinohistokimya ve immiinoflouresan antikorlarinin diliisyon oranlar1 ve
kaynagi

Belirte¢ ad1 Diliisyon orani Kaynag ‘
a-SMA 1:800 Thermo Scientific
CD34 1:150 Santa Cruz Biotechnology
CD44 1:150 Thermo Scientific
CD45 1:150 Santa Cruz Biotechnology
CD105 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Desmin 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Fibronektin 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Nestin 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Vimentin 1:100 Santa Cruz Biotechnology

3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilastirilmasi
3.4.1. Osteojenik Farklilastirma

MKH’ler kiiltiir kabinin cm? sine 3000 hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler
4 hafta boyunca 100 nM deksametazon, 0.05 uM ascorbate-2-phosphate, 10 mM f-
glycerophosphate, %1 penisilin/streptomisin ve %10 FBS eklentili MEM besiyerinde CO,
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Farklilasma siiresi sonunda hiicreler Alizarin Red S ile

boyandi.

3.4.2. Adipojenik farkhlastirma

MKH’ler kiiltiir kabinin cm®’sine 3000 hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler
iic hafta boyunca %10 FBS, 0,5 mM isobutyl-methylxanthine, 10°M deksametazon, 10
pg/ml insulin, 200 pM indomethacin ve 1% penisilin/streptomisin eklentili MEM
besiyerinde kiiltiire edildi. Kiiltiir sonrasi hiicre i¢i lipid vakuolleri mikroskopik olarak

incelendi ve goriintiilendi.
3.4.3.Kondrojenik farklilasma

Kondrojenik farklilagtirma i¢in mikropelet soliisyon teknigi kullanildi. Bu

yontemde 5x10° hiicre pelet halinde 15 m1’lik konik tabanli tiipte ve 10x10° hiicre peleti 10
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mm’lik tek kuyucuklu petri goziiniin ortasina kii¢lik damlacik halinde koyularak kiiltiire
edildi. Hicrelerin yapigmalari i¢in 37°C de 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler ii¢
hafta 10 ng/ml donistiiriicti bitytime faktori-p1 (TGF-B1; Biosource PHG0021), 50 ug/ml
ascorbate-2-phosphate, 0.1 uM deksametazon, 100pg/ml sodyum piruvat, 40 ug/ml prolin,
50 mg/ml ITS premiks, 1% antibiyotik/antimikotik eklentili yiiksek glikozZlu DMEM
besiyerinde kiiltiire edildi. Bu siire sonunda petride bulunan pelet Alsian mavisi boyast ile

boyand1 ve mikroskopik olarak incelenerek goriintiilendi.

3.5. Farkhilasma Sonrasi Analizler
3.5.1.ELISA

Kiiltiire edilen hiicrelerin besiyerleri toplanarak farklilasma esnasinda salinan
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik belirteclere 6zgii proteinler ELISA ydntemiyle tespit
edildi. Osteojenik farklilagma igin; osteopontin (OPN) ve kollajen tip 1 (COLL1) (Bioassay
Technology Laboratory ELISA Kit) tayini yapildi. Adipojenik farklilagsma igin; adiponectin
ve Leptin (Bioassay Technology Laboratory ELISA kit), kondrojenik farklilagma igin;
kollajen tip 1l (COLL2) (Bioassay Technology Laboratory ELISA kit) tayini yapildi.
Oncelikle ¢alismaya baslamadan &nce biitiin soliisyonlar oda 1sisina getirildi. Her 6rnekten
40 pl alinarak kitin icerisinde bulunan plakanin kuyucuklarina eklendi. Ilgili antikorlardan
10’ar pl ve 50°ser pl streptavidin-HRP ilgili kuyucuklara eklendikten sonra 60 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5x1 dk.
yikandi. Kit ile birlikte gelen substrate solution A ve substrate solution B sivilarindan her
kuyucuga 50 ser ul eklenip 10 dk. 37°C’de ve karanlikta inkiibe edildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in her kuyucuga 50 pl stop solution ilave edildikten sonra 450 nm dalga

boyunda microplaka okuyucuda absorbansi 6lgiildii.

3.5.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Farklilagmalar esnasinda hiicrelerde gen diizeyinde meydana gelen degisimlerin
saptanabilmesi i¢in Real Time PCR (Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi
ile hiicrelerin gen ifadeleri incelendi. Farkli insan dokularindan elde edilen MKH’lerin
adipojenik farklilagma siireci sonrasinda adipojenik farklilasma belirteci olan ADFP,
osteojenik farklilasma siirecinden sonra osteojenik belirtegler olan BMP2, OPN ve cFOS,

yine ayn1 sekilde kondrojenik farklilasma siireci sonrasi da Kollogen 2, referans gen olarak
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da B-actin genlerinin ifade seviyelerine bakildi (Cizelge 3.2). Hesaplamalar crossing point
(Cp) degerine gore grafiklendi ve karsilagtirildi.

iAD, iK1, iKF, W], iSD-DP, i20y-DP kaynakli MKH’ler osteojenik farklilasma i¢in
28. glin, adipojenik, ve kondrojenik farklilasma ve kontrol grubu hiicreleri kiiltiiriin 22.
giiniinde tripsin ile kaldirildi ve RNA izolasyon kiti ((High Pure RNA Isolation Kit,
Roche) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA oOrneklerinden cDNA
sentez kiti (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific) kullanilarak
cDNA sentezi yapildi. Real Time PCR cihazinda (Lightcycler 480, Roche) sicaklik, enzim
aktivasyonu i¢in 95°C’de 10 dakika, denaturasyon 95°C’de 30 saniye, baglanma igin
55°C’de 30 saniye ve 60°C’de 1 dakika uzama olacak sekilde ayarlanarak 45 siklus
(dongii) uygulandi.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan genlerin primer dizileri

GEN PRIMER DiZiSi
ADEP ACACCCTCCTGTCAACATC
AAGGGACCTACCAGCCAGTT
Collagen 11 GGGAGTAATGCAAGGACCAA
ATCATCACCAGGCTTTCCAG
Osteopontin TGAAACGAGTCAGCTGGATG
TGAAATTCATGGCTGTGGAA
BMP2 CCCACTTGGAGGAGAAACAA
GCTGTTTGTGTTTGGCTTGA
Fos AGAATCCGAAGGGAAAGGAA
CTTCTCCTTCAGCAGGTTGG
TGGCACCACACCTTCTACAATGAGC
B-actin
GCACAGCTTCTCCTTAATGTCACGC
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4. BULGULAR

Calismada klinik oncesi ve klinik ¢aligmalarda kullanilmasi planlanan uygun MKH
kaynak ya da kaynaklarin se¢ciminde yol gosterici olmak amaglanmistir. Bu dogrultuda
diger kok hiicre kaynaklarina gore daha kolay elde edilebilmesi ve uygulanabilirliginin
bulunmasi goz onilinde bulundurularak insan adipoz doku, gobek kordon-warthon jeli, kil
folikiilii, siit ve 20 yas disi, kemik iligi kaynak olarak kullanilmistir. Bu kaynaklardan elde
edilen MKH’ler es zamanli ve karsilastirmali olarak adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilastirmaya kimyasal yontemlerle yonlendirilmis ve farklilasma potansiyelleri

karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

4.1. Farkh Kaynaklardan Elde Edilen MKH’lerin Kiiltiirii
4.1.1. Insan Kemik ligi-MKH’lerin Kiiltiirii

ITP tanist konulan hastalarin iliak krestinden aspire edilen kemik iliginden,
KOGEM laboratuarlarinda ficoll-gradient (yogunluk farki) yontemi ile ayristirilan
mononiikleer hiicreler %15 FBS igeren Kkiiltiir ortaminda ii¢c glin bekletildiklerinde
MKH’lerin kiiltir kabina yapistigi (adhere oldugu) gozlemlendi. Hiicrelerin %70-80
oraninda kiiltiir kabin1 kapladiginda pasajlar1 yapilmis ve P2’ye gelen hiicreler yontemde
anlatildig1 gibi dondurulmustur. Bu calisma i¢in uygun yontemle c¢oziilen ve kiltir
kaplarma ekilen KI-MKH’leri 3 giin sonra tekrar kiiltir kabma yapisip gerekli
konfluensiye ulagtiginda P3’e gecildi. Cozme sonrasinda kok hiicreye 0zgii
morfolojilerinin yani igsi yapi1 da denilen ince uzun fibroblast benzeri yap1 gosterdigi

goriintiilendi (Cizim 4.1).
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Cizim 4. 1 iKi-MKH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik goriintiileri (Olgii cubugu: A 500um, B 200 pm, C
100um)

4.1.2. insan Wharton Jeli-MKH’lerin Kiiltiirii

Miyadi tamamlanmis dogum sonrasi elde edilen gébek bagi (kordon) dokusu kan,
doku, piht1 ve damar yapilaridan ayrilmistir. I¢ kisminda kalan jelimsi kisim ¢ikarilip
kiiclik parcalara ayrildiktan sonra enzimatik yontem ile izolasyonu gergeklestirilmistir.
%10 FBS igeren kiiltiir ortaminda hiicrelerin 4-5 giin sonra kiiltiir kabma yapistig
gozlemlenmistir. Bu sekilde izole edilen hiicreler dondurulmus olup bu ¢aligsma i¢in uygun
yontemlerle ¢dziildii. Ugiincii giinde kiiltiir kabin1 kaplayan hiicrelerin pasajlama islemi
sonrasinda P3’e gelen hiicrelerin morfolojisinin MKH’lerin taniminda da kullanilan

fibroblast benzeri yap1 gosterdigi inverted mikroskopta goriintiilendi (Cizim 4.2).

22



Cizim 4. 2 iWJ-MKH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik goriintiileri (Olgii gubugu: A 500 um, B 200 um, C
100 pum)

4.1.3. insan Kil Folikiilii-MKH’lerin Kiiltiirii

Micropunch yontemi ile yetigkin erkek sa¢ derisinden elde edilen sacli deriden kil
kokleri bistiiri yardimi ile aynigtirilmugtir. izole edilen kil kokleri %20 FBS igeren
besiyerinde kiiltiire edilmistir. Kiiltliriin yaklagik onaltinci giiniinde kil folikiili etrafinda
ilk hiicreler gozlenmis ve de kiiltiirin yirmiyedinci glinii kil folikiili kiiltiir kabindan
uzaklastirilmstir. Izole edilen KF-MKH’leri dondurulmus ve calisma igin uygun yontemle
tekrar ¢Oziilmiistiir. Coziilme sonrast 4. giinde gerekli konfluensiye ulasan hiicreler
pasajlandi ve P3’e gelen hiicrelerin dondurup ¢oziilme sonrasi fibroblast benzeri

morfolojik goriintiisti inverted mikroskopta goriintiilendi (Cizim 4.3).
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Cizim 4. 3 iIKF-MKH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik goriintiileri (Olgii gubugu: A 200 um, B 100 um, C
50 um)

4.1.4. Tinsan Siit Disi ve 20-Yas Dis Pulpas1 Kaynakli MKH’lerin Kiiltiirii

Insan siit disi ve 20-yas dislerinin kronun kokten ayrilmastyla pulpa dokusu elde
edilmistir. Elde edilen dokulardan enzimatik yontemle hiicreler izole edilmistir ve dnceki
calismalar icin izole edilen hiicrelerin fazlast dondurulmustur. Bu tez calismasi igin
coziilen hiicreler %15 FBS iceren besi ortaminda kiiltiire alind1 ve yaklasik 4-5 giin sonra
kiiltiir kabina tekrar yapistigi gozlendi daha sonra %70-80’ini kaplamasiyla pasajlandi.
Coziinme sonrasi da saglikli goriinen hiicrelerin P3’te fibroblast benzeri MKH’ye 6zgii

morfolojileri inverted mikroskopta goriintiilendi (Cizim 4.4 ve 4.5).
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Cizim 4. 4 iDP (siit disi)-MKH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik gériintiileri (Olgii gubugu: A 500 pum, B
200 um, C 100 um)

Cizim 4. 5 iDP (20 yas)-MKH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik gériintiileri (Olgii gubugu: A 500 um, B 200
pum, C 100 pm)
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4.1.5. Insan Adipoz Doku-MKH’lerin Kiiltiirii

Sezaryen sirasinda saglikli annelerin deri alti dokusundan standart cerrahi insizyon
ile alinan doku, kan, doku ve diger atiklardan uzaklastirildiktan sonra 6nce mekanik olarak
parcalama islemine tabi tutulmus daha sonra da enzimatik olarak ayristirilmistir. Bu
sekilde elde edilen hiicreler %10 FBS iceren besi yerinde kiiltiire alinmistir. Onceki
caligmalar i¢in fazla olup dondurulan iIAD-MKH’leri bu ¢alisma i¢in ¢6ziildii. Yaklasik 4
giin sonra hiicreler %70 kiiltiir kabin1 kapladiginda pasaj islemi gerceklestirildi. Pasaj 3’e
gelen hiicrelerin morfolojik goriintiisii inverted mikroskopla alind1 (Cizim 4. 6). Adipoz
dokusundan elde edilen hiicrelerin morfolojisinin fibroblast benzeri yani MKH

morfolojisini gosterdigi ¢oziildiikten sonra hiicrelerin zarar gérmedigi gortldi.

Cizim 4. 6 iAD-MKH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik goriintiileri (Ol¢ii gubugu: A 500 um, B 200 um, C
100 pm)
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4.2. 1izole Edilen MKH’lerin Akim Sitometrik Karakterizasyonu

Insan adipoz doku, gdbek kordon-warthon jeli, kil folikiilii, siit disi, 20 yas disi ve
kemik iligi kaynaklarindan izole edilen MKH’ler tasidiklar1 yiizey belirteclerine gore

karakterize edildi.

iKi iwl iKF

CcDaa

%9598

CDo90

cD73

CD105

CD166

Cizim 4. 7 Insan kemik iligi (iKI), insan gdbek kordon-warthon jeli (iWJ), insan kil folikiilii (iKF), insan siit
ve 20yas disi dental pulpa (iDP), insan adipoz doku (iAD) kaynaklarindan izole edilen MKH’lerin,
mezenkimal kok hiicre belirteclerinin flow sitometrik analizi. Yesil pik: izotip kontrol, mor pik: ilgili antikora
aittir.

Farkli kaynaklardan izole edilen (iKi, iWJ, iKF, iDP(20 yas ve siit disi), 1AD)
MKH’lerin timiinde CD44 ic¢in %99.90+0.1, CD90 ig¢in %99.92+0.08, CD73 i¢in
%99.684+0.4, CD105 i¢in % 97.92+3.75, CD166 i¢in %99.57, CD29 i¢in %99.88+0.16

seklinde ifade ettigi analiz edildi ( Cizim 4.7 ve 4.11).

27



Wi iDP(20 yas disi) iDP(sixt disi) iAT

CD4a5

HLA-DR

CcD14

CD34

CcD19

Cizim 4. 8 Insan kemik iligi (iKI), insan gobek kordon-warthon jeli (iWJ), insan kil folikiilii (iKF), insan siit
ve 20yas disi dental pulpa (iDP), insan adipoz doku (iAD) kaynaklarindan izole edilen MKH’lerin,
hematopoetik hiicre belirteglerinin flow sitometrik analizi. Yesil pik: izotip kontrol, mor pik: ilgili antikora
aittir.

iKi, iWJ, iKF, iDP(20 yas ve siit disi), iAD) MKH’lerin hematopoetik belirteglerini
ifadesi su sekildedir; CD45 %0.07+0.08, HLA-DR %0.13+0.14, CD14 %0.31+0.34, CD34
%0.18+0.24, CD19 %0.39+0.68, CD11lb %0.46+0.60, CD33 %0.35+0.64, CD7
%0.13+0.09, CD15 %0.18+0.23"diir. Ayrica iKF ve iDP(siit digi) haric CD117 ifadesi
%2’nin altinda bulundu (Cizim 4.8 ve 4.9). IKF i¢in CD117 ifadesi %61,48 iken siit disi

DP kaynakli MKH’lerin CD117 ifadesi %10,24 olarak bulundu ( Cizim 4.9).
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iDP(20 yas disi) iDP(si disi)

CD11b

CD15

CD33

CcD117

cD7

Cizim 4. 9 Insan kemik iligi (iKI), insan gdbek kordon-warthon jeli (iWJ), insan kil folikiilii (iKF), insan siit
ve 20yas disi dental pulpa (iDP), insan adipoz doku (iAD) kaynaklarindan izole edilen MKH’lerin,
hematopoetik hiicre belirteclerinin flow sitometrik analizi. Yesil pik: izotip kontrol, mor pik: ilgili antikordur.

iKi iwi iKF iDP(20 yas disi) iDP (s disi) iaT

CD10

%69.67

cD13

cD71

CD146

Cizim 4. 10 Insan kemik iligi (iKi), insan gdbek kordon-warthon jeli (iWJ), insan kil folikiilii (iKF), insan
silit ve 20yas disi dental pulpa (iDP), insan adipoz doku (iAD) kaynaklarindan izole edilen MKH’lerin, CD10,
CD13, CD71, CD146 ifadesinin flow sitometrik analizi. Yesil pik: izotip kontrol, mor pik: ilgili antikora
aittir.
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iDP{z0 yas disi) iDP{sit disi)

CD29

HLA-G

CD106

Cizim 4. 11 Insan kemik iligi (iKI), insan gébek kordon-warthon jeli (iWJ), insan kil folikiilii (iKF), insan
siit ve 20yas disi dental pulpa (iDP), insan adipoz doku (iAD) kaynaklarindan izole edilen MKH’lerin,
CD29,CD106, HLA-ABC ve HLA-DR ifadesinin flow sitometrik analizi. Yesil pik: izotip kontrol, mor pik:
ilgili antikora aittir.

Izole edilen alt: farkli kaynaktan elde edilen MKH’ler kaynaklandiklar1 dokulara
gore farklilik gdsteren belirteclerin ifadesi; CD106 igin %1.04+1.71, CD10 i¢in %96.03+
5.85, HLA-G i¢in %4.87+4.29, HLA-ABC igin %80.53+20.62, CD13 i¢in %99.4+0.69
seklinde elde edildi (Cizim 4.10 ve 4.11). CD71 belirteci iK1, iWJ, iDP (siit disi)’den elde
edilen MKH’ler i¢in %63.35£18.45, iKF, iDP (20 yas), iAD’dan elde edilen MKH’ler i¢in
%7.37+1.83 olarak elde edildi (Cizim 4.10). CD146 belirteci ise iKi, iWJ, iDP(siit
disi)’den elde edilen MKH’ler i¢in %88.35+1.88, iKF, iDP (20 yas), i1AD’dan elde edilen

MKH’ler igin %2.34+2.84 olarak elde edildi (Cizim 4.10).
4.3. 1izole Edilen MKH’lerin Immiinofenatipik Karakterizasyonlari
4.3.1.insan Kemik iligi-MKH’lerinin immiinofenotipik Karakterizasyonu

iKI-MKH’leri immiinofenotipik karakterizasyonlarmi1 yapmak amaciyla alfa
smooth muscle actin (a-SMA), fibronektin, nestin, desmin, CD34, CD45 immiinflouresan
yontemle ve CD44, CD1035, vimentin ise immiinohistokimyasal ydntem ile isaretlendi. iKI-
MKH’lerinin a-SMA fibronektin, nestin, desmin, CD44, CD105 ve vimentin ile boyandigi,
CD34 ve CD45 boyamasinin da negatif oldugu gosterildi (Cizim 4.12) (Cizelge 4.1).
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Cizim 4. 12 iKi-MKH’lerinin immiinfloresan ve immiinohistokimyasal boyamalar ile gosterilmesi ( A)
aSMA, (B) CD34, (C) Fibronektin, (D) CD45, (E) Nestin, (F) Desmin, (G) CD44, (H) CD105, (1) Vimentin (
A, B, C, D, E ve F’deki antikorlar yesil (FITC konjuge) ve ¢ekirdekleri mavi (DAPI) ile gosterilmektedir.).
Tiim goriintiiler i¢in 6l¢ek gubugu 50 pm’dir.

4.3.2.insan Wharton Jeli-MKH’lerin Immiinofenotipik Karakterizasyonu

IWJ-MKH’lerinin immiinofenotipik karakterizasyonlarini yapmak amaciyla P3’e
gelen hiicreler immiinofloresan yontem ile a-SMA, fibronektin, nestin, desmin, CD34,
CD45 ve immiinohistokimyasal yontem ile CD44, CD105 ve vimentin isaretlendi. i\WJ-
MKH’lerinin a-SMA, fibronektin, nestin, desmin, CD44, CD105 ve vimentin ile
boyandigi, CD34 ve CD45 boyamasinin da negatif oldugu tespit edildi (Cizim 4.13)

(Cizelge 4. 1).
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Cizim 4. 13 iWJ -MKH’lerinin immiinfloresan ve immiinohistokimyasal boyamalar ile gosterilmesi ( A) o-
SMA, (B)CD34, (C) Fibronektin, (D) CD45, (E) Nestin, (F) Desmin, (G) CD44, (H) CD105, (I) Vimentin (
A,B,C,D,E ve F’deki antikorlar yesil(FITC konjuge)ve cekirdekleri mavi(DAPI) ile gdsterilmektedir.). Tiim
goriintiiler i¢in 6lgek gubugu 50 um’dir.

4.3.3.1nsan Kil Folikiilii-MKH’lerin Immiinofenotipik Karakterizasyonu

iFI-MKH’lerinin immiinofenotipik karakterizasyonunda a-SMA, fibronektin,
nestin, desmin, CD34, CD45 immiinflouresan yontemle ve CD44, CD105, vimentin ise
immiinohistokimyasal yontem ile isaretlendi. Pasaj 3’¢ gelen iIKF-MKH’lerinin a-SMA,
fibronektin, nestin, desmin, CD44, CD105 ve vimentin ile boyandigi, CD34 ve CD45
boyamasinin da negatif oldugu gosterildi (Cizim 4.14) (Cizelge 4. 1).
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Cizim 4. 14 iKF-MKH’lerinin immiinfloresan ve immiinohistokimyasal boyamalar ile gosterilmesi ( A)A-
SMA, (B)CD34, (C) Fibronektin, (D) CD45, (E) Nestin, (F) Desmin, (G) CD44, (H) CD105, (1) Vimentin (
A,B,C,D,E ve F’deki antikorlar yesil(FITC konjuge)ve ¢ekirdekleri mavi(DAPI) ile gdsterilmektedir.). Tiim
goriintiiler i¢in 6lgek gubugu 50 um’dir.

4.3.4.1nsan 20 Yas disi DP-MKH’lerin Immiinofenotipik Karakterizasyonu

iDP (20 yas)-MKH’lerinin immiinofenotipik karakterizasyonu i¢in hiicreler pasaj
3’e geldiginde o-SMA, fibronektin, nestin, desmin, CD34, CD45 immiinflouresan
yontemle ve CD44, CD105, vimentin ise immiinohistokimyasal yontem ile isaretlendi. iDP
(20yas)-MKH’lerinin a-SMA, fibronektin, nestin, desmin, CD44, CD105 ve vimentin ile
boyandigi, CD34 ve CD45 boyamasinin negatif oldugu gosterildi (Cizim 4.15) (Cizelge
4.1)
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Cizim 4. 15 iDP(20yas)-MKH’lerinin immiinfloresan ve immiinohistokimyasal boyamalar ile gosterilmesi (
A)A-SMA, (B)CD34, (C) Fibronektin, (D) CD45, (E) Nestin, (F) Desmin, (G) CD44, (H) CD105, (1)
Vimentin ( A,B,C,D,E ve F’deki antikorlar yesil(FITC konjuge)ve c¢ekirdekleri mavi(DAPI) ile
gosterilmektedir.). Tiim goriintiiler i¢in 6l¢ek gubugu 50 pm’dir.

4.3.5.1nsan Siit Disi DP-MKH’lerin immiinofenotipik Karakterizasyonu

iDP (siit disi)-MKH’lerinin immiinofenotipik karakterizasyonunu yapmak amaciyla
pasaj 3’¢ gelen hiicreler a-SMA, fibronektin, nestin, desmin, CD34, CD45
immiinoflouresan yontemle ve CD44, CD105, vimentin ise immiinohistokimyasal yontem
ile isaretlendi. iDP (siit disi)-MKH’lerinin a-SMA, fibronektin, nestin, desmin, CD44,
CD105 ve vimentin belirtegleri ile boyandigi, CD34 ve CD45 boyamasinin da negatif
oldugu gosterildi (Cizim 4.16) (Cizelge 4. 1).
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Cizim 4. 16 iDP(siit disi)-MKH’lerinin immiinfloresan ve immiinohistokimyasal boyamalar ile gosterilmesi
( A)A-SMA, (B)CD34, (C) Fibronektin, (D) CD45, (E) Nestin, (F) Desmin, (G) CD44, (H) CD105, (I)
Vimentin ( A,B,C,D,E ve F’deki antikorlar yesil(FITC konjuge)ve c¢ekirdekleri mavi(DAPI) ile
gosterilmektedir.). Tiim goriintiiler igin 6lgek gubugu 50 um’dir.

4.3.6.Insan Adipoz Doku-MKH’lerin immiinofenotipik Karakterizasyonu

IAD-MKH’lerinin  immiinofenotipik  karakterizasyonunda hiicreler a-SMA,
fibronektin, nestin, desmin, CD34, CD45 immiinoflouresan yontemle ve CD44, CD105,
vimentin ise immiinohistokimyasal yontem ile isaretlendi. iIAD-MKH’lerinin a-SMA,
fibronektin, nestin, desmin, CD44, CD105 ve vimentin belirtecleri ile boyandigi, CD34 ve
CD45 boyamasinin da negatif oldugu gosterildi (Cizim 4.17) (Cizelge 4. 1).
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Cizim 4. 17 iAD-MKH’lerinin immiinfloresan ve immiinohistokimyasal boyamalar ile gosterilmesi ( A)A-
SMA, (B)CD34, (C) Fibronektin, (D) CD45, (E) Nestin, (F) Desmin, (G) CD44, (H) CD105, (I) Vimentin (
A,B,C,D,E ve F’deki antikorlar yesil(FITC konjuge) ve ¢ekirdekleri mavi(DAPI) ile gosterilmektedir.). Tim
gorintiiler i¢in dlgek gubugu 50 um’dir

Cizelge 4. 1 Tiim MKH gruplariin immiinositokimyasal 6zelliklerinin gosterilmesi. (+++)

giicli pozitif belirteg ifadesi, (++) pozitif belirteg ifadesi, (+-) zayif belirteg ifadesi ve (-)
belirteg ifadesi goriilmemektedir.

Belirtec adi  iKI-MKH iWJ-MKH  iKF-MKH iDP (20 yas)- iDP (siit disi) IAD-MKH
MKH - MKH
a-SMA +++ +++ +++ +++ +++ +++
CD34 - - - - - -
CD44 +++ +++ +++ +++ +++ +++
CD45 - - - - - -
CD105 +++ +++ +++ +++ +++ +++
Desmin +- +- +- +- +- +-
Fibronektin +++ +++ +++ +++ +++ +++
Nestin ++ +++ ++ +++ +++ ++
Vimentin +++ +++ +++ +++ +++ +++
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4.4. Farkh Kaynaklarindan 1izole Edilen Kok hiicrelerin Farkhlasma

Potansiyellerinin Karsilastirilmasi

Bu béliimde insan kemik iligi, Wharton jeli, kil folikiilii, 20 yas disi dental pulpasi,
siit disi dental pulpas1 ve adipoz dokudan izole edilen MKH’lerin kimyasal uyarilmasiyla
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmalar1 saglandi. Osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasma siireleri sirasiyla dort, {i¢ ve {i¢ hafta olan hiicrelerin farklilagma
potansiyelleri karsilastirmali olarak incelendi. Kontrol olarak kullanilan MKH’ler ise
kimyasal uyarilmaya alinmamus ilgili kaynaga ait hiicrelerdir. Bu kaynaklardan elde edilen

MKH’lerin farklilagma bulgulari su sekildedir.

4.4.1.1zole Edilen Kok Hiicrelerin Osteojenik Farkhlasma Potansiyellerinin

incelenmesi
4.4.1.1. Immunohistokimya yéntemiyle osteojenik farkhilastirma

iKi, iWJ, iKF, iDP (20yas), iDP (siit disi) ve iAD kaynaklarindan izole edilen
MKH’lerin osteojenik farklilagmalarin1 degerlendirmek icin kemige 6zgii belirteglerini
immiinohistokimyasal olarak tespit etmek iizere osteojenik farklilasma besiyerinde ve
kontroller normal besiyerinde kiiltiir edildi. Her iki kiiltiiriin ¢ogalma ve farklilagmasi
belirli araliklarla faz-kontrast mikroskop ile kontrol edilerek karsilastirildi. Hem kontrol
hem de osteojenik kiiltiirdeki hiicreler 9-10 giinliik inkiibasyon sonrasi ¢ogaldi ve hemen
hemen tam bir konfluensiye ulasti. Daha sonra osteojenik farklilagsma kiiltiir plaklarinda
hiicresel agregatlar gozlendi ve deney tamamlanana kadar yavas yavas artti. Osteojenik
ortamdaki kiiltiirde olusan bu agregatlar Alizarin red S boyanmasiyla kalsiyum nodiilleri
oldugu gosterildi. 28. giinde Alizerin red S en yogun sekilde gozlenirken kontrol
gruplarinda boyanma olmadigi invert mikroskopta gosterildi (Cizim 4.18, 4.19, 4.20, 4.21,
4.22 ve 4.23).
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Cizim 4. 18 iKi-MKH’lerin osteojenik farkilastirma ¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alizerin Red-S boyanmasinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A-B 200

pum).

Cizim 4. 19 iWJ-MKH’lerin osteojenik farkilagtirma calismalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alizerin Red-S boyanmasinin gosterilmesi (dlgek cubugu: A-B 200

um).
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Cizim 4. 20 iKF -MKH’lerin osteojenik farkilagtirma g¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alizerin Red-S boyanmasimin gosterilmesi (6lgek gubugu: A-B 200

um).

Cizim 4. 21 iDP (20 yas) -MKH’lerin osteojenik farkilagtirma ¢alismalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu
. Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alizerin Red-S boyanmasinin gosterilmesi (6l¢ek ¢cubugu: A-200 um
B-50 pum).
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Cizim 4. 22 iDP (siit disi) -MKH’lerin osteojenik farkilagtirma galigmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu
. Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alizerin Red-S boyanmasinin gosterilmesi (6l¢ek ¢ubugu: A-200 um
B-50 um).

Cizim 4. 23 IAD-MKH’lerin Osteojenik Farkilagtirma Caligmalar1 A) Kontrol Grubu, B) Deney Grubu .
Kimyasal Uyarilma Siireci Sonrasinda Alizerin Red-S Boyanmasmin Gésterilmesi (Olgek Cubugu: A-B 200

um).

4.4.1.2. ELISA yontemi ile osteojenik farklilasma

Osteojenik farklilastirma siirecleri sonunda deney ve kontrol gruplarinda elisa
yontemi ile OPN ve COLLI1 seviyeleri analiz edildi. OPN seviyesindeki artis kontrol
grubuna oranla en fazla iWJ kaynagindan elde edilen MKH’lerde gézlendi (Cizim 4.24).
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OPN

45 42035

34,875

Cizim 4. 24 iK1, iWJ, iKF, iDP(20yas), iDP(siit disi) ve iAD kaynakli MKH’lerinin osteojenik farklilastirma
sonras1t OPN elisa sonuglari.

coLL1

30

Cizim 4. 25 iKi, iWJ, iKF, iDP (20yas), iDP (siit disi) ve iAD kaynakli MKH’lerinin osteojenik
farklilagtirma sonrast COLLI elisa sonuglari.

COLL1 seviyesi ise iWJ ve IiDP (20 yas) gruplarinda kontrolleri ile
karsilastirildiginda ciddi bir artis oldugu gozlendi (Cizim 4.25).

4.4.1.3. Gergek zamanli PZR yontemi ile osteojenik farklilastirma

Osteojenik farklilagma siireci sonrasi tiim deney gruplarinda farklilasmay1
gostermek i¢cin BMP2, OPN (osteopontin) ve cFos gen ifade seviyeleri degerlendirildi.
Tiim gruplar ele alindiginda Wharton jeli kaynakli MKH’lerin osteojenik farklilastirma

41



sonrasinda her ii¢ genin de ifadesinin arttig1 gozlendi (Cizim 4.26). Wharton jeli kaynakl
MKH’lerin analizlerinde bu {i¢ genin ifadesi 4,1 ile 6,3 kat aras1 arttig1 gosterildi. Diger

hiicrelerin gen ifadesi farklilasma yolunda anlamli bir bilgi vermemektedir.

Osteojenik Farkhlastirma
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Cizim 4.26 iK1, iAD, iDP(siit disi), iDP(20yas), iWJ, iKF, ve kaynakli MKH’lerinin osteojenik farklilastirma
sonrast BMP2, OPN ve cFos gen ifadelerinin karsilastirilmasi.
4.4.2.1zole Edilen Kok Hiicrelerin Adipojenik Farkhlasma Potansiyellerinin

incelenmesi
4.4.2.1. Morfolojik olarak adipojenik farklilastirma

iKi, iWJ, iKF, iDP(20yas), iDP(siit disi) ve iAD kaynaklarindan izole edilen
MKH’ler pasaj 3’te %80 konfluensiye ulastiginda kimyasal uyarma ile adipojenik yonde
farklilasmaya alindi. Adipojenik farklilasmaya alinan hiicreler ile kontrollerinin ¢ogalma
ve farklilagmasi belirli araliklarla zit-faz mikroskopu ile kontrol edildi. Adipojenik
ortamda kiiltiire edilen hiicrelerde 3 haftalik adipojenik farklilagsma siireci sonrasinda
inverted mikroskop ile hiicre i¢i yag damlaciklar1 gosterilirken kontrol gruplarinda bdyle

bir olusum gézlenmedi (Cizim 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 4.31 ve 4.32).
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Cizim 4. 27 iKi-MKH’lerin adipojenik farkilastirma calismalari A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda sitoplazmada yag taneciklerinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A-B 50

pm).

Cizim 4. 28 : iWJ-MKH’lerin adipojenik farkilagtirma c¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda sitoplazmada yag taneciklerinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A-B 50

pm).

Cizim 4. 29 iKF-MKH’lerin adipojenik farkilastirma caligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda sitoplazmada yag taneciklerinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A-B 50

um).
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Cizim 4. 30 iDP(20 yas)-MKH’lerin adipojenik farkilastirma ¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda sitoplazmada yag taneciklerinin gosterilmesi (6lgek ¢cubugu: A-100, B-
50 pm).

Cizim 4. 31 iDP(siit disi)-MKH’lerin adipojenik farkilastirma galigmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu
. Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda sitoplazmada yag taneciklerinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A-B 50

pum).

Cizim 4. 32 iAD-MKH’lerin adipojenik farkilagtirma c¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda sitoplazmada yag taneciklerinin gosterilmesi (dl¢ek gubugu: A-200 um,
B-50 um).
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4.4.2.2. ELISA yontemi ile adipojenik farkhlastirma

Deney ve kontrol gruplarinda adipojenik farklilagma proteinlerinin tayini ig¢in
adiponektin (ADP) ve leptin (LEP) diizeyleri degerlendirildi. Kontrol gruplarina gére iKI
ve DP kaynakli kok hiicrelerde ADP seviyeleri artti (¢izim 4.33).
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Cizim 4. 33 iKi, iWJ, iKF, iDP(20yas), iDP(siit disi) ve iAD kaynakli MKH’lerinin adipojenik farklilagtirma
sonrast ADP elisa sonuglari.

Deney ve kontrol gruplarinda bakilan LEP seviyelerindeki artislar
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi (Cizim 4.34).
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Cizim 4. 34 iKi, iWJ, iKF, iDP(20yas), iDP(siit disi) ve iAD kaynakli MKH’lerinin adipojenik farklilagtirma
sonrast LEP elisa sonuglari.
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4.4.2.3. Gergcek zamanl PZR yontemi ile adipojenik farklilagtirma

Deney ve ilgili deney grubuna ait kontrol gruplar1 adipojenik farklilagtirma siireci
sonunda ADFP (adipose differentiation-related protein) gen ifade diizeyinin dlgiilmesiyle
degerlendirildi. ADFP geninin ekspresyonundaki degisim, deney gruplarinin tiimiiniin
farklilagsma siirecinin sonunda farklilastirmaya basladigini gosterdi (¢izim 4.35). Kimyasal
uyart sonrasinda ADFP geni ekspresyonu kontrollere gore 6,9 ile 37,0 kat arasinda
artmistir. Bu artis en yliksek adipoz doku ve wharton jeli kaynakli kok hiicrelerde (1AD ve
iIWJ- MKH) gozlemlendi. En zayif gen ifadesi de kemik iligi ve kil folikiilii kaynakli kok

hiicrelerde gézlemlendi.
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Cizim 4. 35 iKl, iAD, iDP(siit disi), iDP(20yas), iWJ, iKF, ve kaynakli MKH’lerinin adipojenik
farklilagtirma sonrast ADFP gen ifadelerinin karsilagtirilmasi.
4.4.3.1z0ole Edilen Kok Hiicrelerin Kondrojenik Farklilasma Potansiyellerinin

Incelenmesi
4.4.3.1. Immiinohistokimya yontemi ile kondrojenik farklilastirma

iKI, iWJ, iKF, iDP(20yas), iDP(siit disi) ve iAD kaynaklarindan izole edilen
MKH’ler kondrojenik ydnde kimyasal farklilasmaya yonlendirildi. Ug¢ hafta siiren
kondrojenik  farklilagtirma  silireci sonrasinda kondrositler tarafindan {iretilen
glikozaminoglikanlart (GAG) tayin etmek i¢in hiicreler ve hiicrelerarast matriks Alcian

mavisi ile boyandi. Kondrojenik farklilasma ortaminda hiicreler arast matriks
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mineralizasyonu Alcian mavisinin pozitif boyanirken kontrol gruplarinda bu karakteristik

ozellik gozlenmedi (Cizim 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40, 4.41).

Cizim 4. 36 iKI-MKH’lerin kondrojenik farkilastirma calismalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .

Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alcian mavisi boyanmasinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A- 200 pm,
B-100 pm).

Cizim 4. 37 iIWJ-MKH’lerin kondrojenik farkilastirma ¢aligmalari A) kontrol grubu, B) deney grubu .
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alcian mavisi boyanmasinin gosterilmesi (6l¢ek ¢ubugu: A-B 200 pm).

47



Cizim 4. 38 iIKF-MKH’lerin kondrojenik farkilagtirma g¢alismalar1 A) kontrol grubu, B) deney grubu .

Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alcian mavisi boyanmasinin gdsterilmesi (dl¢ek ¢cubugu: A- 200 pm,
B- 500 pm).

Cizim 4. 39 iDP (20 yas)-MKH’lerin kondrojenik farkilastirma g¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney
grubu . Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alcian mavisi boyanmasinin gosterilmesi (6lgek gubugu: A-B
200 pm).
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Cizim 4. 40 iDP (siit disi)-MKH’lerin kondrojenik farkilagtirma ¢aligmalar1 A) kontrol grubu, B) deney
grubu. Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alcian mavisi boyanmasinin gosterilmesi (6lgek cubugu: A- 200
um, B- 500 pm).

Cizim 4. 41 iIAD-MKH’lerin kondrojenik farkilagtirma caligmalari A) kontrol grubu, B) deney grubu.
Kimyasal uyarilma siireci sonrasinda Alcian mavisi boyanmasinin gosterilmesi (6lgek ¢ubugu: A- 200 um,
B- 100 um).

4.4.3.2. ELISA yontemi ile kondrojenik farklilastirma

Deney ve kontrol gruplarinda kondrojenik farklilasma siiregleri sonrasinda protein
tayini i¢in kollojen tip 2 (Coll 2) diizeyleri degerlendirildi. Coll 2 nin elisa sonuglar1 iWJ
ve iKI kaynaklit MKH’lerin kontrol gruplariyla da karsilastirildiginda diger gruplara gore
daha yiiksek ifadesi gézlemlendi (Cizim 4.42).
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Cizim 4. 42 iKl, iWJ], iKF, iDP(20yas), iDP(siit disi) ve iAD kaynakli MKH’lerinin kondrojenik
farklilastirma sonrasi Coll 2 elisa sonuglari.

4.4.3.3. Gergek zamanl PZR yontemi ile kondrojenik farklilastirma

Deney ve ilgili deney grubuna ait kontrol gruplarinin kondrojenik farklilagtirma
sonucu gercek zamanli PZR yontemiyle COLL2 geninin ifadesinine gore belirlendi.
Calisilan  gruplarin  hepsinde kontrollerine gore COLL2 geninin ifadesi artmis
goriinmektedir (Cizim 4.43). Bununla beraber en iyi farklilagma gosteren hiicreler Wharton
Jeli ve Kul follikiili kaynakli kok hiicreler oldu. Wharton jeli kaynakli kok hiicreler kendi
kontrol hiicrelerine gore 173 kat yliksek COLL 2 ekspresyonu gosterirken kil follikiilii
kokenli MKH’ler kimyasal uyar1 sonrasinda yaklagik 104 kat daha fazla ifade etti.
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Cizim 4. 43 iKi, iAD, iDP(siit disi), iDP(20yas), iWJ, iKF, ve kaynakli MKH’lerinin kondrojenik

farklilagtirma sonrast COLL2 gen ifadelerinin karsilagtirilmasi.
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5. TARTISMA

Kok hiicreler gliniimiizde rejeneratif tip ve doku miihendisligi alanlarindaki
calismalar i¢in ilgi odagi olmus ve giderek artan oranlarda kullanimina yonelik ¢aligmalar
hiz kazanmistir. Bu ilginin en biiyiik sebebi kok hiicrelerin kendini yenileme yetenekleri,
Ozellesmis dokulara farklilagabilme kabiliyetleri ve de immiin diizenleyici etkilerinin
olmasidir. Kok hiicreler farkli kaynaklardan elde edilmekte ve elde edildikleri kaynaga
gore farkli yontemlerle izolasyonlar1 ve kiiltiirleri yapilmaktadir. Kok hiicrelerin dogal
kosullarda yani in-vivo mikrogevreleri birbirinden farklidir. Dolayisi ile akillarda kok
hiicrelerin izole edildikleri kaynaklara gore farkliliklara sahip olup olmadigi sorusu
belirmektedir. Farkli kaynaklardan izole edilen kok hiicrelerin biyolojik analizi,
kullanilacagi calismaya uygun ve kullanilabilir kok hiicre kaynagmi secimine 1s1k
tutmaktadir. Bu ¢alisma insan adipoz doku (iAD), gobek kordon-warthon jeli (iWJ), kil
folikiilii (iKF), siit ve 20yas disi (iDP(siit disi ve iDP(20 yas)), kemik iligi (iKI) kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerinin, kok hiicre karakterlerini ve bu hiicrelerin farklilagma
potansiyellerini karsilastirmali olarak incelenmesi i¢in tasarlanmistir.

Eriskin kok hiicreler doku yahut organlardaki farklilasmis hiicreler arasinda yer alip
farklilasmamis hiicrelerdir. Kendini yenileyebilen bu hiicreler bulunduklari doku veya
organa 0Ozel hiicre tiplerine farklilasabilir ve bulunduklar1 dokuyu tamir edebilirler. Bunun
bir sonucu olarak eriskin kok hiicreleri yani MKH’ler hemen hemen tiim doku veya
organdan izole edilebilir. Ancak ¢aligmalarda kullanilacak olan MKH kaynaginin kolay
ulagilabilir olmas1 ve uygulanabilirligi 6nem tasimaktadir. Kemik iligi multipotent kok
hiicreler i¢in ana kaynak olarak tanimlanmis olmasma ragmen elde edilmesi bazi
dezavantajlara sahiptir. Calismamizda kemik iligine alternatif kok hiicre kaynaklarinin
kemik iligi ile de karsilastirmali olarak morfolojik ve immiinofenotipik karakterizasyonlari
yaptlmigtir. MKH’ler kiiltiir flasklarina yapigma (adhezyon) ozelliginde olup fibroblast
benzeri igsi yapida hiicreler seklinde morfolojik olarak tanimlanmaktadir (Ryang ve dig.
2004, Liu ve dig. 2016). Sunulan ¢alismada kullanilan insan adipoz doku, gébek kordon-
warthon jeli, kil folikili, siit ve 20 yas disi, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
izolasyon sonrasinda kiiltiir kaplarina yapistig1 gézlenmis ve P3 gelen hiicreler fibroblast
benzeri morfoloji gostermislerdir.

Uluslararast Hiicresel Tedavi Dernegi MKH’lerin karakterizasyonu belirlerken
yiizey belirtecleri icin su ifadeyi kullanmistir; CD73, CD90 ve CDI105 belirteclerinin
ifadesi %90’1n altinda olmamasi gerekirken CD45, CD34, CD14, CD11b, CD19 ve HLA-
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DR gibi hematopoetik belirteglerin de %2’nin iizerine ¢ikmamalidir(Dominici M ve dig.
2006). Daha sonra bir¢cok calismada bu belirteglere ek olarak CD10, CD13, CD29,
CD44,CD71, CD146, CD166, HLA-ABC belirteglerinin ifadesinin varlig1 gosterilirken,
CD7, CDI15, CD33 ve CDI106 belirteglerinin de ifadesinin olmadigi belirtilmistir
(Beeravolu ve dig. 2017, Karaoz ve dig. 2011, Aydm ve dig. 2014). Onceki calismalar ile
paralel olarak bu caligmada iKi, iWJ, iKF, iDP (20 yas ve siit disi), iAD kaynaklarina ait
MKH’ler i¢in CD10, CD13,CD29, CD44, CD71, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166 ve
HLA-ABC belirteglerinin ifade edildigi ve CD7, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33,
CD34, CD45,CD106 ve HLA-DR belirteglerinin de negatif oldugu gosterilmistir.

Dis pulpast ve kil folikiilii noral krest hiicrelerinden koken alan ektomezenkimal
hiicrelerin go¢ ettigi dokular arasinda yer almaktadir. Bu kaynaklardan elde edilen kok
hiicrelere noral krest kaynakli mezenkimal kok hiicreler de denilmektedir (Liu ve Cheung
2016, Nuti ve dig. 2016, Shakhova ve Sommer 2010). Noral krest kaynakli kok hiicrelerin
karakterizasyonunda CD117 ifadesinin mevcut oldugu gosterilmistir (Jiang S. ve dig.
2010, Acosta ve dig. 2009). Bu tez ¢alismasinda CD117 belirteci WJ, Ki, AD ve 20yas-DP
kaynakli MKH’lerde ifade edilmezken kil folikiilii ve dis pulpast (siit disi) kaynakli
MKH’lerin flow sitometrik analizi ile CD117’yi ifade ettigi gosterilmistir. Bu da
MKH’lerin elde edildikleri kaynaklara gore yilizey belirteglerinde farkliliklarin
olabilecegini gostermektedir. Ayrica bu hiicre grubunun nodrojenik yonde farklilasma
potansiyelinin yiiksek olabilecegi diisiincesi de olusmaktadir.

MKH’ler salgiladigi kimyasal faktorler araciligiyla dendritik hiicrelerinin
olgunlagsmasini, T, B ve NK (dogal 6ldiiriicii) hiicrelerinin fonksiyonlarinin baskilanmasini
ve hatta diizenleyici T hiicrelerini (T reg) uyarilmasi ile bagisiklik sistemini
etkilemektedirler (Bocelli-Tyndall ve dig. 2009, Yoo ve dig. 2009, Li ve dig. 2007,
Demircan ve dig. 2011, Geng ve dig. 2018). Buna ek olarak 6nemli bir bagisiklik
diizenleyici (immiinmodiilatér) molekiil olan HLA-G’nin MKH’lerce ifadesinin varhigi,
MKH’lerin bagisiklik sistemi {izerine olan etkilerini destekleyebilecektir. HLA-G’nin
fonksiyonu efektor ve sitotoksik T hiicrelerini ve NK hiicrelerini inhibe etmek ve T(reg)
proliferasyonunu da artirmak yoniindedir (Vianna ve dig. 2016, Rouas-Freiss ve dig.
2003). Bu tez cgalismasindaki calisma gruplar1 arasinda bulunan iKF ve DP (20 yas)
kaynaklt MKH’lerin HLA-G ifadesi, immiinmodiilasyon caligmalarinda ya da doku-organ
transplantasyonu ¢aligmalar1 icin secilecek MKH kaynagi olabilecegi konusunda
aragtirmacilara yon gosterebilir. Bununla beraber HLA-G nin membran bagimli ve soluble

(¢coziliniir) olmak tizere iki isoformu mevcuttur (Nasef ve dig. 2007), flow sitometri gibi
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yontemler ile sadece membran bagimli HLA-G proteininin gdsterimi yetersiz kalabilir bu
sebeple soluble HLA-G proteinini de gostermek daha dogru olacaktir.

Farkli kaynaklardan elde edilmis olsa da MKH’lerin desmin ve o-SMA gibi
miyojenik, nestin gibi noérojenik belirtegleri ifade etmesi bu hiicrelerin elde edikleri
kaynaktan bagimsiz olarak farklilagma potansiyeline sahip oldugunun ibaresidir.
Fibronektin ve vimentin’in adhezyon, gog, farklilagma ve hiicre-doku yenilenmesini
destekledigi gercegi MKH karakterizasyonunda varliginin gosterilmesindeki Onemi
vurgulamaktadir (Petrini ve dig. 2017, Galmiche ve dig. 1993). Bu sebeple ¢alismamizda
MKH karakterizasyonu i¢in desmin, o-SMA, fibronektin, vimentin ve nestin
ekspresyonlarinin varligi gosterilmistir.

MKH’lerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasmasina yonelik birgok
calisma mevcuttur. Yapilan caligsmalarin bir boliimii farkli kaynaklardan elde edilen kok
hiicrelerin  karsilagtirllmasina yoneliktir. Ancak bu calismalarda genelde iki farkl
kaynaktan izole edilen hiicreler ya da ayn1 yapiya ait farkli doku kaynaklar1 kullanilmigtir.
Ornegin adipoz kaynagi ile kemik iligi ya da dental pulpa ve periodontal ligament
kaynaklar1 gibi calismalardir (Lee ve dig. 2004, Hakki ve dig. 2014). Bu karsilastirma
calismalarinda diger bir grup ise farkli hiicre kaynaklarini sadece ylizey belirtegleri, sadece
morfolojik olarak ya da sadece gen ekspresyon diizeyindeki farklilar ele alarak tek yonlii
incelemistir (Toyoda ve dig. 2009, Sakaguchi ve dig. 2005, Chen ve dig. 2015). Kapsamli
bir sekilde farkli bircok kaynagin ayn1 anda ve farkli yontemlerle yapilan karsilagtirmali bir
calisma mevcut degildir. Bu calismada alt1 farkli kaynaktan (1AD, iWJ, iKF, iDP (siit dis1),
iDP (20 yas) ve iKi) elde edilen MKH’ler kapsamli bir sekilde immiinofenotipik ve
morfolojik olarak karakterize edilmisler ve adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilagtirma potansiyelleri protein ve gen ekspresyon diizeyleri analiz edilerek
degerlendirilmistir.

Adipojenik farklilasma genelde hiicrelerin igerdigi intraseliiler yag damlaciklari ile
tanimlanmaktadir. Adipojenik farklilasma potansiyelinin gosterilmesinin diger bir yontemi
ise PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor y) ( Fink ve dig. 2011) , FABP4
(fatty acidebinding protein 4)( Dias ve dig. 2018), ADFP (adipose differentiation-related
protein) ( Chang ve dig. 2006) genlerinin ve adiponektin (Martella ve dig. 2014), leptin
(Kim ve dig. 2007), adipsin (Song ve dig. 2016) gibi proteinlerin varliginin gosterilmesidir.
Bu tez c¢alismasinda MKH’lerin adipojenik farklilasma durumlart hiicre igi yag
damlaciklarinin gosterilmesi, ADFP gen ekspresyon diizeyinin ve adiponektin ile leptin

proteinlerinin seviyelerinin Ol¢iilmesiyle degerlendirilmistir. Adipojenik farklilagsmanin
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erken donemlerinde lipid (yag) damlaciklarinin hiicre i¢inde gozlenmeye baglamasiyla
ADFP geni ekspresyonunda artis gozlenir ve daha sonra ADFP geninin ekspresyonu
diismektedir (Sztalryd ve dig. 2006). Bu tez ¢alismasindaki tiim kaynaklardan elde edilen
MKH’lerin ADFP gen diizeyindeki artis1 tiim gruplarin adipojenik yonde farklilasmaya
basladigin1 gostermektedir. Adiponektin ve leptin ise adipojenik farklilasmanin ileri
noktadaki belirtecleri oldugundan hiicre gruplar1 arasinda farkliliklar gozlenmektedir. iK1
ve iDP kaynakli MKH’lerin farklilasma sonrasi adiponektin seviyelerinin artmis olmasi ve
ADFP gen ekspresyonunda bu kadar kuvvetli gormememiz ya bu hiicrelerin adipojenik
farklilagmanin ileri asamasinda oldugunun ya da kiiltiirdeki hiicrelerin farklilagmalarinin
homojen olmamasinin gostergesidir. Adipjenik farklilasmanin homojen oldugu iAD-MKH
grubundan farkli olarak iKI ve iDP- MKH’lerinin bir kisminin sitoplazmasinda yag
damlaciklarinin gézlenebilmistir. Kullanilan biitiin teknikler géz oniine alindiginda en iyi
adipojenik farlilasma iAD ve iWJ kaynakli kok hiicrelerde gozlenirken en zayif farklilasma
iK1 kaynakli kok hiicrelerde gdzlenmistir.

Kondrojenik farklilagsma ekstraselliiler matriks bilensenleri glikozaminoglikanlarin
(GAG) saptanmasiyla ve Sox9 (Jiang ve dig. 2018), aggrecan ve Coll2 (Wang ve dig.
2015, Jakobsen ve dig. 2010) gibi gen ve proteinlerin ifadelerini gosterilmesi ile
tanimlanmaktadir. Bu ¢alismada kondrojenik farklilasma, immiinohstokimyasal yontemle
GAG saptanmasi igin alsian mavisi boyamasi ve Coll2’nin hem protein hem de gen ifade
diizeyinde gosterilmesiyle saptanmistir. Coll2 gen diizeyinde her grup ilgili kontrole gore
bir artis gosterse de en iyi farklilasmayr immiinohistokimya, protein ve gen seviyeleri
dikkate alindiginda iWJ ve iKF kaynakli MKH’lerde gdzlenmistir. immiinohistokimyasal
boyamalar (alsian mavisi) yakindan incelendiginde iKi-MKH’lerin ekstraselliilar matriks
sentezini ¢ok kuvvetli yaptiklart ancak hiicre sayisinda ve ayn1 zamanda hiicre canliliinda,
diistisler kaydedildigi goriilmektedir. Buna karsin iKF- MKH'lerin hiicre sayisinin fazla
olmast yiiksek protein ifadesine yol a¢cmis olabilecegi de diisiiniilmektedir. Tiim bu
sonuglar gz oniinde bulunduruldugunda en iyi kondrojenik farklilasma 1WJ-MKH’lerde
goriilmektedir.

Osteojenik farklilagma, bu farklilagsmaya 6zgii olan mineral birikintilerinin von
Kossa veya alizarin red S boyasiyla gosterilmesi (An ve dig.2012, Jeon ve dig. 2018) ve de
ALP, osteokalsin, osteopontin, Colll gibi protein ve gen diizeylerinin gosterilmesi
(Grausova ve dig. 2011) ayrica BMP2, cFos ve Runx2 gibi genlerin diizeylerinin
gosterilmesi (Kirkham ve Cartmell 2007) ile karakterize edilmektedir. c-Fos her ne kadar

norojenik farklilagma belirtegi olarak ele alinmis olsa da (Turag ve dig. 2018) osteojenik
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farklilasmanin erken donemi belirteci olarak literatiirde yer almaktadir (Closs ve dig. 1990,
Kirkham ve Cartmell 2007). Osteojenik farklilasmanin ilerleyen asamalarinda ise sirasiyla
OPN ve BMP2 genleri ifade edilmektedir (Nishimura ve dig. 2015). Bu c¢alismada
osteojenik farklilasma, mineral birikintilerinin alizerin red S boyanmasi, osteopontin ve
Colll protein diizeyi ayrica BMP2, osteopontin (OPN) ve cFos gen ifadelerine gore
belirlenmistir. Her ii¢ analiz de birlikte degerlendirildiginde en iyi osteojenik farklilagma
gosteren iWJ-MKH’leri olmustur. iKi-MKH’leri ile karsilastirildiginda ise diger gruplarmn
da en az kemik iligi kaynagindan elde edilen hiicreler kadar farklilasma gosterdigi
belirlenmistir. Diger gruplarin  iIWJ-MKH’leri kadar iyi osteojenik farklilagsma
gostermemesinin sebebi diisiik farklilasma potansiyeli yahut farklilasma siireglerinin farkli
asamalarinda olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Bu calismada iAD, iWJ, iKF, iDP (siit disi ve 20 yas), iKI kaynaklarindan elde
edilen MKH’lerin, MKH’lere 06zgli morfoloji ve kapsamli olarak incelenen
immiinofenotipik 6zellikleri tiimiinde benzerlik gdstermektedir. Farklilasma potansiyelleri
incelendiginde 1AD-MKH’lerinde adipojenik farklilagsmanin en iyi sonucu vermesi soya
O0zgli faktorlerin elde edildigi soya o6zgli farklilasmayr desteklemesi seklinde
aciklanabilirken bu sadece adipoz kaynakli MKH’lerde gdzlenmistir. Tiim gruplar iKi-
MKH’ler ile karsilastirildiginda farklilasma potansiyelleri birbirine ¢ok yakin bulunmustur.
Ancak kondrojenik farklilagma potansiyeli iWJ, iKF ve iDP kaynaklarindan elde edilen
MKH’lerde, osteojenik farklilagsma potansiyelleri iWJ, iDP ve iKI kaynakli MKH’lerde ve
adipojenik farklilasma potansiyeli ise 1AD, iWJ ve iDP hiicrelerinde diger kaynaklara
oranla daha iyi sonuglanmistir. Her ti¢ farklilagtirma da incelendiginde en iyi farklilasma
potansiyeli iWJ kaynakli MKH’lerde gdzlenmistir. Bu durum doku kaynaginin yani sira
dokunun yasinin daha 6n planda oldugunu gostermektedir. Daha geng bir dokudan izole
edilen MKH’lerin daha yiiksek potensiye sahip oldugu ve daha yiiksek verimlilikte bir
farklilasma elde edildigi sonucuna varilmaktadir.

Calismanin 1ileri safhalarinda bu hiicrelerin immiin baskilayict 6zelliklerini
incelemek tizere T hiicreleri ile MKH’ler birlikte kiiltiir edilebilir ve T hiicreleri tizerindeki
etkilerinin incelenmesi Onerilebilir. Bununla birlikte in-vivo c¢alismalar i¢in daha verimli

sonuclar elde edilmesi miimkiin olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yenileyici tip ve hiicresel tedavilerin en énemli pargalarindan biri olan MKH’ler
cesitli kaynaklardan elde ediliyor olup klinik o6ncesi ve klinik c¢aligmalari devam
etmektedir. Cesitli kaynaklardan izole edilen MKH’ler ¢ogalma, morfolojik,
immiinofenotipik ve farklilasma potansiyellerinde farklilik gdsterebilir mi? Bu farkliliklar
diistiniilerek, bu ¢alismada rejeneratif tip i¢in en uygun ve kullanilabilir kaynagin tayini
acisindan farkli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin biyolojik 6zellikleri analiz edilmistir.

MKH c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan ve ¢ok iyi tanimlanmis kok hiicre kaynagi
kemik iligi olmasma ragmen toplama yontemindeki defektler, calismalar icin daha az
invazif ve kolay ulasilabilir kemik iligine alternatif kok hiicre kaynagmi bulmaya
yoneltmistir. Bu amacla ¢alismamizda insan adipoz doku, gobek kordon-warthon jeli, kil
folikiild, siit ve 20 yas disi gibi daha az invazif olan ve kolay ulasilabilir kaynaklar ve
karsilagtirmanin yapilabilmesi i¢in de kemik iligi MKH kaynag1 olarak kullanilmistir.
Ayrica bu hiicrelerin immiinofenotipik karakterizasyonunun yani sira adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik farklilagtirilmasi ile farklilagma potansiyelleri incelenmistir.

Bu calismanin bulgularina gore tiim kaynaklardan elde edilen hiicreler, MKH’lere
Ozgii morfolojiyi ve immiinofenotipik ozellikleri gostermislerdir. Tiim kaynaklara ait
hiicrelerde MKH belirtegleri olan CD73, CD90 ve CD105 belirteglerinin pozitif, CD45,
CD34, CD14, CD11b, CD19 ve HLA-DR belirteglerinin negatif oldugu bulunmustur.
Bununla beraber kil folikiilii ve dis pulpast (siit disi) kaynaklit MKH’lerin flow sitometrik
analizi ile CD117’yi ifade ettigi gosterilmistir. Dolayisiyla bu kaynaklarin ndral krest
kaynaklit MKH’ler olabilecegi ve bu kaynaklarin noral farklilagma potansiyellerinin yiliksek
olabilecegi diisiiniilmektedir. Noronal farklilagsma tasarlanan calismalarda bu kaynaklarin
kullaniminin daha dogru olabilecegi 6nerilebilir.

Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilastirma sonrasinda elde ettigimiz
sonuglara gore: iKI-MKH’ler ile diger kaynaklardan elde edilen MKH’ler
karsilastirildiginda diger kaynaklarin farklilasma potansiyellerinin en az kemik iligi
kaynagi kadar oldugu gozlenmistir. Diger tiim gruplarin iKI-MKH’lere alternatif kok hiicre
kaynagi olabilecegi  disiiniilmektedir. Ayrica her farklilagma kendi icinde
degerlendirildiginde kondrojenik farklilagma icin iWJ, iKF ve iDP kaynakli MKH’leri,
adipojenik farklilagsma i¢in iWJ, iKF ve iAD kaynakli MKH’ler, osteojenik farklilagsma i¢in
ise iWJ, iDP ve iKI diger kaynaklara gore daha yiiksek potensiye sahiptir. Tiim sonuglar
degerlendirildiginde en yiiksek farklilasma potansiyeli iWJ kaynagma ait MKH’lerde
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gozlenmistir. iWJ-MKH’lerin yan1 sira kondrojenik farklilagtirma ile ilgili deneylerde
yahut kikirdak doku hasarinda iDP ve iKF kaynakli MKH’lerin, osteojenik farklilastirma
ile ilgili deneylerde ya da kemik doku hasarlarinda iDP ve iK1 kaynakli MKH’lerin avantaj
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismanin kapsamini1 daha da artirmak ve rejeneratif tip i¢in daha etkili sonuglara
ulagsmak agisindan bu hiicrelerin immiin baskilayici1 6zelliklerinin de ortaya konulmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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