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2. GENEL BILGILER
2.1. KOK HUCRELER
2.1.1. Kok Hiicre Tamimi ve Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler in vivo ve in vitro olarak uygun sartlar altinda kendi kendini
yenileyebilen, 6zelliklerinin kaybetmeden ¢ogalabilen ve farklilasabilen hiicrelerdir. Belirli
sartlar altinda gesitli 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilirler. Kok hiicreler farklilasma

ozelliklerine gore smiflandirilirlar:

1. Totipotent: Erkegin spermi ile kadinin yumurtas: birlestigine olusan hiicre(zigot)
tek basma tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahiptir. Ik 4

giin i¢erisinde olusan bu hiicreler totipotent kok hiicrelerdir.

2. Pluripotent: Dollenmeden sonraki 5. glinden sonra olusan hiicreler viicuttaki tiim
hiicrelere doniisebilme potoansiyeline sahip olsa da; ancak tek basina bir canliy1 meydana
getiremezler. Bu hiicrelere “’pluripotent hiicre’” adi verilir. Blastosist asamasindaki
embriyoda i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler ve embriyonik kdk hiicre adini alirlar.
Proliferasyon kapasiteleri ¢ok yiiksektir. Her 3 germ tabakasina da (mezoderm, endoderm,
ektoderm) farklilasabilirler. Ortalama 200 ¢esit hiicre tipine farklilasabildikleri anlamina

gelir.

3. Multipotent: Pluripotent hiicreye gore daha smirli sayida hiicreye doniisebilme
potansiyelleri vardir. Igerisinde yer aldiklar1 germ tabakasina ait hiicrelere farklilasabilirler.

Cok sayida hiicre tipine farklilasabilmektedirler.

Unipotent hiicreler: Yalniz 1 c¢esit hiicreye doniisebilme kapasitesine

sahiptirler(Sagsoz ve Ketani, 2008).

Sekil.1. Zigot ve embriyo asamasinda totipotent evre; blastosist asamasinda pluripotent

evre (Zuccotti ve ark., 2009)
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Sekil.2. Totipotent, Pluripotent ve Multipotent Kok Hiicre Asamalar1 ve Farklilagsma
Kapasiteleri (Ragina ve Cibelli, 2009)

Kok Hiicre Plastisitesi

Belli bir dokudan alinan kok hiicrelerin farklt dokuya ait kok hiicrelere
farklilasabilmeleri plastisite olarak tanimlanir. Olusan yeni hiicreler tek seriden gelisen
homojen bir topluluktur ve terapdtik amach verildiginde alict dokuda islevseldir. Ornegin;
yapilan ¢aligmalarda kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin miyosit, hepatosit,
noronal hiicre ve renal hiicreye farklilasabildigi gosterilmistir (Eglitis ve Mezey, 1997;
Orlic ve ark., 2001; Bai ve ark., 2003; Itescu ve ark., 2003; Masuya ve ark., 2003; Wang ve
ark., 2003).

Plastisiteyi belirleyen sartlar1 sayacak olursak; tek bir hiicrenin birden fazla hiicre
soyuna ayrilmasi, farklilasmamis hiicrelerin in vitro ve in vivo fonksiyonel olabilmesi ve
olusan hiicrenin saglam ve kalicit olmasidir (Lakshmipathy ve Verfaillie, 2005). Deneysel
olarak hiicrelerin kimliklerinin degismesi olarak goriilebilen in vitro plastisite ¢alismalar1
aslinda normal fizyolojide hiicrenin ¢evredeki degisikliklere ve sinyallere dogal yanitinin

bir benzeridir (Merrell ve Stanger, 2016).



Kok hiicrelerin boliinmesi 2 ¢esit mekanizmayla olur. Asimetrik hiicre bdlinmesinde
olusan kok hiicrelerden biri ilk hiicre ile 6zdes olur; digeri farklilagir. Simetrik hiicre
boliinmesinde ise kok hiicre boliindiigiinde ilk kok hiicreyle birebir 6zdes iki kok hiicre

olusur.
2.2. MEZENKIMAL KOK HUCRELER
2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tanim ve Kiiltiirdeki Ozellikleri

Ilk defa 1867 yilinda Cohnheim tarafindan kemik iliginde nonhemotopoetik kok
hiicrelerin varligr gosterildi. Hasarli dokuda rejenerasyona yardim etmek icin yara
bolgesine goc¢ eden fibroblast benzeri morfolojide hiicreler oldugu hipotezini kurdu. 1960
larda Friedenstein ve calisma arkadaglar1 tarafindan kemik iligi kaynakli ve osteojenik
olarak farklilasabilen hiicreler izole edildi ve kiiltlirleri yapildi. Yaklasik 20 sonra Caplan
ve Owen tarafindan mezenkimal kok hiicre ve stromal kok hiicre terimleri bilimsel

literatiire tanitild1 (Caplan, 1991; Bianco ve ark., 2008).

MKH?’ ler kiiltiirde ¢ogaltildiklarinda plastige yapisma 6zelligi gosterirler ve fibroblast
benzeri igsi fuziform sekildedirler. Nukleus yerlesimleri simetriktir. Uluslararast Kok

Hiicre Arastirma Komitesinin (ICST) belirledigi MKH 6zellikleri;

1. Hiicre kiiltiir ortaminda kiiltiir kabina yapigabilen igsi fibroblast benzeri 6zellikte

olmalari

2. MKH’lerde eksprese edilen yiizey isaretleyicileri CD105, CD73, CD90, CD44 ve
eksprese edilmeyen (hematopoetik spesifik markerlar) CD45, CD34, CD11b, CDI14,
CD31, CD79A, HLA-DR dir

3. Adiposit, osteosit ve kondrositlere farklilasma kapasitesi, gostermelidir (Volarevic ve

ark., 2017).

2.2.2. MKH Yiizey Ekspresyonlari

Hiicrelerin ylizeyinde, hiicresel yapisma molekiilleri olarak rol oynayan veya hiicre
sinyal yolaklar1 iizerinde etkili ’CD”’ olarak adlandirilan farklanma kiimeleri (Cluster of
Differentation) vardir. Mezenkimal kok hiicrelerin belirli yiizey belirtecleri eksprese

ettikleri gosterilmistir (Baer ve Geiger, 2012). Bunlar hiicre tiirline gore ¢ok 6zgiin veya
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yaygin belirtecler olabilir.insan mezenkimal kok hiicreleri HLA-ABC ekspresyonu
gosterirken; HLA-DR ekspresyonu gostermezler. Mezenkimal kok hiicrelerde baslica
pozitif yiizey belirtegleri CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 iken; CD34 (hematopoetik
kok hiicre belirteci), CD45 (16kosit belirteci), CD19 (B lenfosit belirteci) , CD14 (monosit
ve makrofaj belirteci), CD11b (monosit ve makrofaj belirteci) gibi yiizey belirtecleri
eksprese etmezler. Bunlar daha ¢ok hematopoetik kok hiicrelere 6zgiidiir (Bourin ve ark.,
2013). CD105 (endoglin) hiicre ylizeyinde bulunan tip 1 membran glikoproteinidir ve
TGF-b reseptor kompleksinin iiyesidir. CD105 siklikla endotel hiicreleri ile birlikte
bulunur. CD166 (ALCAM-aktif 16kosit adezyon molekiilii); spesifik SB-10 antijeni olarak
tanimlanmistir ve diferansiye olmamis mezenkimal hiicrelerde bulunur. CD44 antijeni
hiicre yiizey glikoproteinidir ve hiicreler arasi iletisim, adezyon , migrasyonda rol oynar.
CD90 (Thy-1) timosit antijendir ve hiicre yilizeyinde GPI (glikozilfosfotidilinositol)
bagimli olarak yer alir. Yiizey belirteclerinden laboratuvarlar giivenilir olarak
calisabildiklerini se¢ip, kiiltiir ortaminda ¢ogalttiklar1 hiicrelerin MKH oldugunu
dogrulamak icin kullanmaktadir. Bu molekiiller adezyon ve stromal 0Ozellikleri

tanimlamaktadir (Haasters ve ark., 2009).

Embriyonik kok hiicre ile iligkili belirteclerin yetiskin kok hiicre popiilasyonlarinda
mevcut olup olmadiklar1 ve farkli doku kaynaklari ile iligkili olup olmadiklar1 halen agik
ve tartisilan konulardir. Hiicre yiizey ekspresyonlar ile ilgili yapilan ¢alismalarda MKH
lerin Nanog, Sox2, Oct-4 gibi embriyonik markerlar1 da eksprese edebilecegi gosterilmistir
(Zhu ve ark., 2008; Riekstina ve ark., 2009). MKH’lerin hiicre yiizeyi antijeni kapsamli
olarak arastirilmis olsa da, benzersiz kok hiicre belirteglerini gdstermezler ve benzersiz kok
hiicre belirteclerinin bu yetiskin hiicrelerle iliskili olduguna dair kesin bir kanit

bulunmamaktadir.

2.2.3. MKH Kaynaklan

MKH’ler kemik iligi, yag dokusu, umblikal kord, plasenta, synovium, endometrium,

menstriiel kan, fetal karaciger, kas dokusu ve dis pulpasindan izole edilebilirler.

Kemik iligi kokenli MKH’ler osteojenik kapasite acisindan ADSC’lere oranla daha

iyiyken; kollajen iiretiminde daha zayiftr. ADSC’lerin uzun siiren kiiltiirlerde daha



dayanikli oldugu, daha az senesence gozlendigi ve proliferasyon kapasitesini korudugu

gozlenmistir (Strioga ve ark., 2012).

2.2.4. MKH Etkileri
MKH Farkhlasma Potansiyeli

Tipik bir multipotent kdk hiicre olan MKH; adiposit, osteosit, kondrosit, myosit
(kardiyomyosit, iskelet kas1 ve diiz kas hiicreleri) ve ndron benzeri hiicrelere farklilagabilir.
Seri pasajlar sonrasinda ve uzun siiren kiiltiirlerde multipotent 6zelliklerinin kaybetmezler.
In vitro olarak istenilen farklilasma yoniine gore kullanilan segici medium ve mediuma
eklenen indiiksiyon faktorleriyle MKH’lerin farklilagsmasi saglanabilir. Mezodermal seri
kok hiicrelerin spesifik farklilagsmasinin tetiklenmesi bircok molekiiler ve transkripsiyonel
olaya baglidir. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ayn1 zamanda anjiojenik
ve hematopoetik olarak destek hiicreleri oldugu gosterilmistir. Bu destek genel olarak
antiapoptotik, anjiojenik ve hematopoetik faktorlerin (sitokinler , biiylime faktorleri)
sekresyonu seklindedir. Adipoz doku kaynakli MKH’lerin mezodermal kdkenli olsalar da;
nonmezodermal hiicre serilerine farklilasma potansiyelleri vardir. Ektodermal ve
mezodermal kokenli hiicrelere farklilasma potansiyellerinin oldugu gosterilmistir. Her 3
germ tabakasi hiicrelerine farklilasabilen MKH’ler i¢in multipotent yerine pluripotent
terimi de gilindeme gelmistir; ancak bilimsel komiteler tarafindan bu durum heniiz
onaylanmamistir. Morfoloji olarak diger pluripotent kok hiicrelerden farkhidirlar ve
teratoma olusturma potansiyelleri gdsterilmemistir (Baer ve Geiger, 2012). In vitro
kosullarda hepatosit, pankreatik islet hiicreleri, noral hiicreler, endotelyal hiicreler ve
epitelyal hiicrelere farklilasabildigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Seo ve ark., 2005;
Baer ve ark., 2010; Fang ve ark., 2010)

MKH’lerin klonal analizi yapildiginda, her hiicrenin  bir trilineage farklilasma
potansiyeline sahip olmadig1 gosterilmistir. Klonlarin % 81’1 soylardan en az birine
ayrilirken; %50°si iki veya daha fazlasmna ayrildig1 gosterilmistir. MKH’lerin unipotent
projenitor hiicre populasyonu karisimi degil, bir tip erigkin multipotent kok hiicre oldugu

iler1 stiriilmektedir (Baer ve Geiger, 2012).

MKH’ler kikirdak, kemik, kas ve yag dokusunda rejenerasyon ve tamir yapabilir.

Periferik sinir rejenerasyonu, hepatik rejenerasyon, insiilin iireten islet hiicre rejenerasyonu
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, myokard infarktiisiiniin fonksiyonel tamiri ve renal fonksiyonlarin diizelmesi yapilan in
vivo caligmalarda gosterilmistir. Yapilan in vivo calismalar farklilasmamis MKH’lerin

uygun sartlar altinda farklilagabildigini géstermistir (Lo Furno ve ark., 2016).

THE MESENGENIC PROCESS
Mesenchymal Stem Cell (MSC)

Adipocyte Qner Gty

ADIPOSE  CONNECTIVE
TISSUE TISSUE

Sekil.3. Kok hiicre farklilagma kapasiteleri (Turksen, 2009)

MKH immunmodulator Etkileri

Farklilasma potansiyelinin yan1 sira MKH'ler, immiin aracili hastaliklarin tedavisinde
yararl terapotik etkileri icin 6nemli olan en az iki 6zellik daha sahiptir: dokularin hasar
gordiigii bolgeye gidis ve immiin cevabin modiilasyonu. MKH lerin immunmodulator
etkileri heniiz tamamen aydmlatilmamigtir. MKH yarali dokuya yapisir. Doku hasarimdan
sonra ve enflamasyon sirasinda salman inflamatuar sitokinler (tiimor nekroz faktorii-alfa
(TNF-a), interlokin (IL) -1, interferon-gama (IFN-y), yuvarlanma ve gocli yonlendiren
adezyon molekiillerinin hiicre yiizeyi ekspresyonunu indiiklenerek MKH ‘nin ekstraseliiler
matrikse yonlenmesi saglanir. Inflamasyonun baslangicinda, inflamatuar mediatdrlerin
(IFN-y, TNF-a ve IL-1B) diisiik seviyelerde varliginda, MKH'ler proinflamatuvar fenotipi
benimser, notrofillerin aktivasyonunu ve migrasyonunu uyaran biiyiik miktarda
proinflamatuar sitokinler ve kemokinler iiretir. Inflamasyonun ge¢ fazinda ise yiiksek
miktarda sitokinlerin salinimiyla MKH dokuya girdiginde; antiinflamatuvar bir fenotip

kazanir ve inflamatuvar fonksiyonlarin baskilanmasiyla birlikte doku tamiri ve
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homeostazisle sonuglanir (Volarevic ve ark., 2017). T ve B hiicre cevaplarin1 da
etkilemektedir (Uccelli ve ark., 2006). T hiicre proliferasyonunu, sitokin sekresyonunu
sitotoksisteyi baskilar ve Th1/Th2 dengesine katkida bulunur (Siegel ve ark., 2009). Treg
hiicrelerini de regiile eder. B hiicrelerinin viabilitesini arttirir; ancak onlarin
proliferasyonlarini inhibe edebilir. B hiicrelerinin ko-stimiilator molekiillerinin liretimini
ve antikor sekresyonunu etkiler. Dendritik hiicrelerin antijen sunumunu, maturasyonunu ve
aktivasyonunu inhibe eder (Gao ve ark., 2016). Sonug¢ olarak MKH’ler ortamda gii¢lii
inflamasyon varliginda immunsupresif, aksine zayif inflamasyon varliginda immun cevabi

arttirir nitelikte davranirlar.

Allerjik rinit, astim, kolit, romatoid artrit, SLE, otoimmun tiroidit, kontakt dermatit gibi

bircok hastalikta immun cevabi regiile ettigi gosterilmistir (Gao ve ark., 2016).

MKH Parakrin Etkileri

Kok hiicre biyolojisini anlamada biyolojik olarak aktif mediatorlerin salinimini ve
eksprese edilmesini gostermek Onemlidir. Parakrin sitokinlerin salimiminin aktiflenmesi
icin hiicre i¢inde bulundugu ortamdan etkilenmesi ile veya ortama saldigr kendi
mediatorleri ile olabilir. Bu ylizden igerisinde bulunduklari mikrogevrenin kimyasal ve
fiziksel ozellikler1 kok hiicrelerin kaderi agisindan ¢ok onemlidir. Ek olarak patolojik
durumlarda da parakrin mediatorlerin etkileri vardir. Doku hasarma yanit olarak ortaya
cikan parakrin faktdrlerin salinimi endojen tamir ve rejenerasyon mekanizmalarmi aktive
eder ve hiicrenin hayatta kalmasini etkiler. Kok hiicreler ve onciil hiicreler ¢cogalma ve
farklilagsma arasindaki dengenin saglanmasiyla yasamm devami icin dokuyu korurlar.
Eriskin kok hiicreden salinan faktorler parakrin mekanizmalar ile kok hiicre mobilizasyonu
sonrast gozlenen onarici siiregte onemli bir rol oynamaktadir ve bu hipotezi destekleyen

kanitlar giderek artmaktadir (Giindeslioglu ve ark., 2013).

Mezenkimal kok hiicrelerden kaynakli ekstraseliiler vezikiil (EV)’ler bir¢ok hastalikta
tedavi edici 6zelligi bulunan yapilardir. Hiicreler tarafindan sekrete edilen EV’ler
genellikle mikrovezikiil, hiicre kdkenli vezikiil, mikropartikiil, salmman vezikiil ve eksozom
olarak adlandirilirlar. EV ‘ler hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde hiicreler arasi
iletisimde 6nemli mediatorlerdir. Hiicre tiplerine ve fizyolojik sartlara gore vezikiil igerigi

degiskenlik gosterir; EV’ler ¢esitli protein, lipid ve niikleik asit icerirler. EV’ler tipki bir



kargo gibi proteinleri, RNA’ lar1 ve tanirmlanmamis bazi molekiilleri biinyesinde barindirir.
EV igeregi dokudaki hiicrelerin proliferasyonunu desteklerken, apoptozisin inhibisyonunu
intraseliiler sinyal yolaklarina etki ederek saglarlar (Abels ve Breakefield, 2016).
Mikrovezikiiller; trombositler, endotelyal hiicreler, eritrositler, monositler, lenfositler ve
l16kositler gibi cesitli hiicrelerden aktivasyonla ya da apoptozisle salinir. Bu EV*lerden 50-
200 nm capinda olanlara eksozom denmektedir ve eksozomlar da hiicreler arasindaki
iletisimde Onemli rol oynarlar (Katsuda ve Ochiya, 2015). Bununla birlikte MKH ‘ler
tarafindan salgilanan sitokin ve biiyliime faktorlerindeki degisimler dokuda yerlesik olarak
bulunan (go¢ etmeyen) hiicrelerin fonksiyonunu etkileyebilir; hatta etkileri MKH ortadan
kaybolduktan sonra bile devam eder (Hoogduijn ve ark., 2016). Intravendz yolla verilen
kok hiicreler bobrek, akciger, karaciger gibi organlara giriste boyutlar1 sebebiyle sikisma
yasasalar da; onlardan salman eksozomlar ilgili organlara gidip orada etki edebilirler

(Riazifar ve ark., 2017).

2.2.5. MKH’ lerin Klinik Kullanim

Klinik kullanim1 daha giivenli oldugu belirlenen mezenkimal kok hiicreler multipotent
karaktere sahip, elde edilmesi ve iiretilmesi kolay olan hiicrelerdir. Klinik kullanimlar1 i¢in
HLA doku uygunlugu sart1 yoktur. Viicuda alindiklarinda herhangi bir immiin yanit
olusturmazlar. Bu 6zellikleri sayesinde klinik kullanimlarinda herhangi bir immiin sistem

baskiliyiciya gerek kalmamaktadir.

Hiicre bazli tedavilerde otolog kemik iligi kaynakli MKH ile 6zellikle de sayisal
olarak kemik iligine nazaran c¢ok daha bol MKH barindiran yag dokusu tercih
edilmektedir. MKH’ler hasarli dokuya go¢ etmeleri, doku rejenereasyona destek olmalari,
immunmodulator 6zellikte olmalar1 nedeniyle; in vitro kosullarda ¢ogaltilip klinik olarak
kullanilabilmektedir. MKH’lerin sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerinin parakrin
sekresyonunu yapma kapasiteleri onlar1 klinik olarak cok daha ¢ekici bir hale getirmistir.
Dahasi1; anti-apoptotik, anti-inflamatuvar, proanjojenik ve immunmodulator etkileri
gosterilmistir. Birlesik Amerika Ulusal Saglik Enstitlisi internet sayfasinda yaklagik 130
adet aktif klinik caligma listelenmistir. MKH’lerin hem immiin hem de immiin olmayan
bircok hastaligin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. MKH’lerin onarici etkilerinin
preklinik ve klinik modellerde gosterilmesiyle, yara iyilesmesinde kritik role sahip

olduklart fikri giiclenmistir (Squillaro ve ark., 2016).



Immiin sistem hastaliklarmda da MKH’lerin immiin cevabi gii¢lii bir sekilde
diizenleyen etkileri gdsterilmistir. Ornegin kemik ili§i transplantasyonu sonrasi gelisen
Graft-Versus-Host Hastaligi (GVHH)’ da 6zellikle steroid direnci olan hastalarda basarili
bir sekilde tedavi sagladigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda Sistemik Lupus Eritematozus
(SLE) ve Crohn Hastaliginda da, hem otolog hem de allojenik MKH terapisinin
inflamasyonu baskiladig1 ve regiilatuar T hiicrelerinin indiiklenmesiyle bobrek ve barsak
hasarmi azalttig1 gosterilmistir (Dhere ve ark., 2016). Multipl Sklerozis (MS) ve
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)’de de benzer immunmodulator etkileri oldugu
gosterilmistir (Petrou ve ark., 2016; Tejedor ve ark., 2016).

Kardiyovaskiiler Hastahiklarda Kullanimi

Son yillarda kardiyovaskiiler ve myokardiyal doku rejenerasyonunda hiicresel terapiler
daha genis bir yer almaya baslamistir. MKH’lerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
kapasitelerinin yan1 swra myojenik kapasiteye sahip olmasit myokard iskemi
rejenerasyonunda  Onemlidir. K&k  hiicrelerden  salgilanan  parakrin  faktorler
kardiyomyositlerde apoptozisi azaltir ve kardiyak kok hiicreleri aktive eder. Yapilan
calismalarda; iskemik kalp hastaligi ve kronik kalp hastaliginda intrakoroner kok hiicre
enjeksiyonundan haftalar sonra kardiyak fonksiyonlarin ve beslenmenin iyi yonde gelistigi

gosterilmistir (Valina ve ark., 2007; Quevedo ve ark., 2009).

MKH ler; kardiyovaskiiler sistem i¢in dnemli olan kardiyomyosit, endotelyal hiicreler
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine farklilagabilirler (Fraser ve ark., 2006). Vaskiiler
endotelyal growth faktor (VEGF), hepatosit growth faktor (HGF), insiilin like growth
faktor (IGF-1) ve ¢esitli microRNA’lar gibi protektif maddeler sekrete ederler (Ikegame ve
ark., 2011). Miyokard infarktiisii; ilerleyici kardiyomiyosit kaybi1 ve ventrikiil
remodelingiyle birlikte konjestif kalp yetmezligiyle sonuclanir. MKH’lerden salgilanan
IGF-1 kardiyak hiicrelerde PI3K ve MEKI1 yolaklarini aktive derek antiapoptotik etki
gosterir (Mehrhof ve ark., 2001). Kardiyak remodeling kardiyak hipertrofi ve fibrozisle
karakterizedir. HGF; ADSC’ler tarafindan salinir ve antifibrotik 6zelliktedir. Ozetle MKH
ler antiapoptotik, anti-kardiyak remodeling ve anjiogeneziste Onemli rol oynayarak

kardiyovaskiiler iskeminin hasarini azaltir (Ma ve ark., 2017).
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Sekil.4. Kok hiicre terapisinde parakrin etkiler (Gnecchi ve ark., 2008)(Uyarlanmustir)

Norolojik Hastahiklarda Kullaninm

Yapilan preklinik ¢calismalar MKH lerin néroinflamasyonu etkin bir sekilde baskiladigi
, norolojik fonksiyonel bozukluklara ait semptomlar1 gerilettigi ve lokal lezyonlar1 azalttig1
gosterilmistir (Drela ve ark., 2013). Niifusun yaglanmasi ve diyabetteki artigla birlikte inme
hastalig1 (stroke) da ¢ok sik goriilmeye baslanmistir. inme sonrasi sadece noronlar degil;
aynt zamanda glionorovaskiiler ortam dedigimiz hiicre dis1 matriks ortami da

etkilenmektedir.

Yine faz I ve II klinik ¢aligmalarinda kok hiicrelerin kullanim gilivenilirligi ve uzun
stire etkileri tizerine durulmustur. Multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz, spinal kord
hasar1 gibi norolojik hastaliklar1 iceren klinik ¢alismalar mevcuttur (Squillaro ve ark.,

2016).
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Kas iskelet Hastahklarinda Kullanim

Osteoartrit daha ¢ok yasli populasyonda goriilen agrili ilerleyici bir hastaliktir. NSAID
, steroid, hyaluronik aisid ve fizikoterapi gibi tedaviler daha ¢ok semptomatik tedavilerdir.
Nihayetinde morbidite orani yiiksek diz ve kalca replasmanina ilerleyen bir siire¢
mevcuttur. Yapilan hayvan ¢alismalar1 (Carter ve ark., 1998) ve ardindan insan
calismalarda kartilaj rejenerasyonunda MKH lerin basarili bir sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir (Westminster ve ark., 2008). Kok hiicrelerden sekrete edilen sitokin,
kemokin, biiyiime faktorleri ve eksozomlarin ; ¢evredeki projenitor hiicreleri pozitif yonde
etkiledikleri ve bunun yaninda enjekte edilen kok hiicelerin de dokuya spesifik hiicrelere

farklilagmasiyla bu etkiyi yaptiklar: diistiniilmektedir (Ferro ve ark., 2011).

Daha ¢ok adolesan ¢agda goriilen non-travmatik eklem agrisiyla seyreden osteokondritis
dissekans hastaliginda; adipoz doku kaynakli MKH terapisinin osteokondral kusurlarin

tedavisinde, yapisal, fonksiyonel ve agrida 1yilestirme saglamistir (Freitag ve ark., 2017).

Diger Klinik Kullanimlar

Allojenik hematopoietik greftlerin transplantasyonu ile baglantili olarak en sik goriilen
komplikasyon GVHD’dir. Son zamanlarda MKH’lerin etkileri oldugu ve hem in vivo hem
de in vitroda immunojenik olmadigi hatta orta diizeyde immunsupresif oldugu ileri
siriilmektedir. Bu sayede GVHD’de MKH ler giivenli bir sekilde kullanilmistir (Yanez ve
ark., 2006).

Yapilan faz I/II caligmalarinda multipl sklerozda MKH’ler basarili bir sekilde
kullanmilmistir (Karussis ve ark., 2010; Yamout ve ark., 2010; Connick ve ark., 2011).
Connick ve arkadaslarmin yaptig1 faz 11 calismasinda progresif ilerlemis MS’li hastalarda
visual aktivitede ve gorsel uyarilmig yanitta iyilesme gosterilmistir (Connick ve ark.,

2011).

Bobrek transplantasyonu oncesi otolog MKH enjeksiyonunun transplante edilen
organin disfonksiyonundan koruyabilecegi gosterilmistir (Perico ve ark., 2013). Yapilan
faz Il caligmalarinda son donem karaciger yetmezligi olan sirozlu hastalarda MKH
inflizyonunun serum bilirubin seviyelerini azalttig1 ve albiimin seviyelerini arttirdig:

gosterilmistir (Amer ve ark., 2011; El-Ansary ve ark., 2012).
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Sekil.5. Mezenkimal kok hiicrelerin organlarda etkileri (Golpanian ve ark., 2016)

2.3. YAG DOKUSU

Insan viicudunda gevsek bag dokusunda adipositler bulunmaktadir. Adipositlerden
olusan dokuya yag doku (adipoz doku) denmektedir. Yag dokusu yalnizca bir destek doku
ya da enerji kaynagi olarak degil ayn1 zamanda glikoz ve lipid metobolizmasinda, lireme,
kan basinci kontrolii, immiinite ve pihtilasmada da etkin rol oynadig1 kabul edilmektedir
Beyaz adipoz doku yetiskinlerde goriilen tipken; kahverengi adipoz doku daha ¢ok fetal
donemde bulunmaktadir.

Viicudumuzda enerji depolama lipid damlaciklarinda trigliserit seklindedir.
Viicudumuzda lipid su icermeyen bir sekilde depolanirken; aksine karbonhidratlar suyla
birlikte daha agir bir formda depolanir. Lipidler karbonhidratlara nazaran 100 kat daha
fazla enerji depolayabilir. Cilt alt1 yag tabakasi cinsiyet ve yasa bagl olarak degismekle
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birlikte, tekdiize bir kalinlikta degildir. Ornegin; kadimlarda erkeklere nazaran umblikusun
altinda daha fazla yag depolanir (Koller ve ark., 2001).

Adipositlerin endokrin, parakrin ve otokrin fonksiyonlar1 vardir. Adipositler ve pre-
adipositler IGF-1, FGF ve transforming biiylime faktorleri gibi biiylime faktorleri tiretirler.
Adipositler tarafindan tretilen sitokinler ve adiposit kaynakli TNF-o’nin obezite ve tipll
diyabetle baglantis1 vardir.

Adipoz doku, omentum majus, mezenter, retroperitoneal bolge, bobreklerin ¢evresi,
kemik iligi, avug i¢i ve ayak tabanlari, visseral perikardiyumun altinda, orbitada ve diger

dokularn aralarinda bulunur (Casteilla ve ark., 2011).

Ilk kez Zuk ve arkadaslar1 tarafindan 2000’li yillarin basinda yag dokusundan
multipotent, farklilasamamis, kendini yenileyebilen ve morfolojik olarak MKH
goriiniimiinde projenitdr hiicreler izole edilmistir (Zuk ve ark., 2002). Bir¢ok ¢aligmada
intakt yag dokusundaki kok hiicre populasyonunun lokalizasyonu tanimlanmaya
calisilmistir. Yapilan immunositokimyasal ve immunofloresan tekniklerle kok hiicre
populasyonunun perivaskiiler lokalizasyonda oldugu fikri yaygindir ve burada perisit ve
endotelyal hiicrelerle birlikte bulunur. Damar duvarmi c¢evreleyen lokalizasyonda

farklilasmanin ¢esitli asamalarindaki 6nciil kok hiicreler ve perisitler bulunmustur.

Yag dokusu ameliyat sirasinda veya lokal anestezi altinda igne ile veya acik biyopsi ile
elde edilebilir. Laparotomi veya laparoskopi ile de elde edilebilir. Alinan yag dokusu
Ringer Laktat gibi tuzlu bir solusyon veya % 10 FBS igeren DMEM gibi bir medyumla
transpot edilebilir. Yag dokusunun elde edilip taginmasi ile ilgili biitlin stiregler steril
sartlar altinda yapilmalidir. Yag dokusu makroskobik olarak goriinen sinirler, kan

damarlar1 ve fibroz dokudan arindirilmahidir (Hutley ve ark., 2001).

2.3.1. Stromal Vaskiiler Fraksiyon

Stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) , adipoz dokunun enzimatik ya da nonenzimatik
yolla ayristirilmasiyla hiicrelerin izole edildigi heterojen bir karigimdir.Heterojen hiicre
populasyonunda  endotelyal  hiicreler, eritrositler, fibroblastlar, lenfositler,
monosit/makrofajlar ve perisitler yer almaktadir (Frese ve ark., 2016). SVF klinik
uygulamalarda doku rejenerasyonu i¢in dogrudan kullanilabilmektedir (Riordan ve ark.,

2009).
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2.3.2. Enzimatik ve nonenzimatik SVF izolasyonu

En yaygin kullanilan izolasyon yontemi enzimatik izolasyondur. Genellikle kollajenaz,
tripsin ve dispaz enzimleri kullanilmaktadir. Adipoz doku kaynaklit MKH izolasyonu i¢in
oldukca c¢esitli yontemler olsa da; belirli standart bir prosediir takip edilir. Yikama
asamalarinin sayisi, enzim konsantrasyonu, santrifiij parametreleri, eritrosit lizis metodu ve

filtrasyon laboratuardan laboratuara degisir.

MKH igeren plastige yapisan hiicre fraksiyonu kiiltlir pasaj1 sonras1 ayrilmis olur ve bu
yolla daha homojen bir hiicre populasyonu elde edilebilir. Nonenzimatik izolasyon
metotlar1 olarak; akim stresi, santrifiij, radyasyon veya basing¢ kullanilabilir. Bu mekanik
asamayla enzimatik sindirim asamasindaki hiicrelerin veya hiicre agregatlarinin ayrilmasi
gerceklesmis olur. Ayni zamanda enzimatik ve nonenzimatik olarak gelistirilmis hiicre

izolasyon sistemleri de vardir.

Stromal  vaskiiler  fraksiyonda; MKH’ler, hematopoetik  kdk  hiicreler,
monositler/makrofajlar, T hiicreleri, perisitler, endotelyal projenitor hiicreler yer

almaktadir.

Yag dokusundan kok hiicre elde etmede eksplant yontemi de kullanilabilir. Yag dokusu
kiiltlir kabina direk konularak ayni medyum igerikleri ile kiiltiire edilir ve kok hiicrelerin
yag dokusundan ¢ikisi gozlenir. Daha sonra geriye kalan doku ortamdan uzaklastirilir
(Koller ve ark., 2001).

)

s.rk o
Mesenchymal Stem/

Stromal cells

Hematopoietic
Stem Cell

Endothelial M2 Monocyte!
progenitor cells Macrophages

Pericytes Regulatory T cells

Sekil.6. Stromal Vaskiiler Fraksiyonun Hiicresel Igerigi (Dykstra ve ark., 2017)
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2.4. HUCRE KULTURU

Hiicrelerin ekim yapilarak dokudan ilk elde edilmesine primer hiicre kiiltiirii ad1 verilir.
Elde edilen bu hiicrelerden tekrar ekim yapilmasina pasaj adi verilir. ik elde edilen

hiicreler sifirinci pasaj hiicreleri olarak adlandirilir.

Kiiltiirdeki hiicrelerden bazilar1 siispansiyon i¢inde cogalip yasayabilirken bazilari
cogalmak i¢in tutunacaklar1 yiizeye ihtiya¢ duyar. Ornegin hematopoetik hiicreler
siispansiyon i¢inde c¢ogalirken; mezenkimal kok hiicreler i¢inde bulunduklar1 kaba
tutunarak biiytirler. Hiicre kiiltiirleri i¢in genellikle polistren plastikten yapilmis kiiltiir
kaplar1 kullanilir. Hiicrelerin tutunmasimi kolaylastirmak i¢in bazi kiiltiir kaplarinin yiizeyi

fibronektin gibi maddelerle kapl olabilir.

Plastige yapisarak biiyliyen hiicrelerde belli bir yogunluga ulasildiginda hiicreler arasi
kontakt inhibisyon nedeniyle hiicreler yaslanmaya (senesence) gidebilir. Bu yiizden belli
bir yogunluga ulasildiginda hiicrelerin tekrar pasajlanmasi icin tripsinize edilmeleri
gerekir. Bir de ilerleyen pasajlarda hiicrelerin yaslanmasi olarak da ‘senescence’ kavrami
ortaya cikmistir. Giinlimiizde MKH'ler veya baska herhangi bir kok hiicre tipi i¢in
hiicresel yaslanmanin bilinen yiizey marker1 yoktur (Madsen ve ark., 2017). Yaslanmaya
giden hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin diistiigii diisliniilmektedir ve B-Galaktozidaz
yontemiyle yaslanma saptanabilir. Yine hiicrelerdeki telomer uzunluguna bakilarak da

hiicresel yaglanma hakkinda fikir edinilebilir (Legzdina ve ark., 2016).

Kok hiicrelerin kiiltiir ortam1 onlarin hem beslenip, biiylimesinde hem de biyolojik
etkilerini a¢i8a ¢ikarabilmeleri i¢in ¢ok 6nemlidir. Gaz yiizdeleri (O[] - COLl -N) ve
kiiltlir medyumunun kompozisyonu(drn:ph, glukoz konsantrasyonu), cm?’ ye ekilmesi
gereken hiicre sayisi,pasaj zamani ve sayisi, bunlar arasindadir.Mediumlar arasinda virus
ve prion bulas riski olan Sigir Kaynakli Seruma (FBS) alternatif olarak serumdan
yoksun(serum-free) medyumlar {iretilmistir. Medyumlara iceriklerine biiyiime faktorleri
eklenmistir. Yine otolog kaynakli serum eldesi ile hazirlanan medyumlar da MKH
kiiltiirleri i¢in 1yi bir alternatif olarak durmaktadir (Van Der Sanden ve ark., 2010). Temel
sorun serum Yyiizdelerinin tesbitidir. MKH in vitro kiltiirlerinde kullanilmak {izere
sitokinler ve biiylime faktorleriyle zengin bir icerige sahip platelet lizat; FBS nin yerini
almaya adaydir. Platelet graniillerinde cok cesitli molekiiller depolanmustir. Bunlar

lizozomal enzimler (elastaz, kollajenaz, katepsin), koagulasyon faktorleri (faktor
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V. XL, XIILantitrombin,protrombin), immunolojik molekiiller (IgG, faktor D, platelet faktor
H, CI1 inhibitdr), adezyon molekiilleri (P selektin,fibrinojen, VWF), kemokinler (ILS,
RANTES,NAP2), biiyiime ve angiogenez regiilatorleridir (Burnouf ve ark., 2016). PRP
(Platelet rich plasma), PL (platelet lizat) ya da platelet jel gibi zenginlestirilmis platelet
iirtinleri PDGFs (platelet derived growth factors), TGF (transforming growth factor), EGF
(epidermal growth factor) ve bFGF (basic fibroblast growth factor) gibi cesitli biiyiime
faktorleri icerirler. Bu biliylime faktorleri mezenkimal kok hiicreler lizerine mitojenik etki
gosterir ve kiiltlir sonu elde edilen hiicrelerin invivo anjiogenezi uyararak doku tamiri ve
rejenarasyonda anahtar role sahip oldugu gosterilmistir (Schallmoser ve ark., 2007;

Burnouf ve ark., 2016).

Oksijen konsantrasyonu, kok hiicrelerin bakimi, farklilasmasi ve islevi i¢in 6nemli bir
faktordiir. Molekiiler oksijen hiicreler i¢cin hem in vivo hem de in vitro olarak sinyal
molekiilii ve metabolit substrat 6zelligi vardwr. Kok hiicreyi igeren in vitro deneyler
yorumlandiginda dikkatli bir oksijen seviyesine ihtiya¢ vardir (Abdollahi ve ark., 2011).
Implantasyonun baslangicinda ve fetal gelisim boyunca embriyonik kdk hiicre diisiik
oksijen seviyesinde yasar. Embriyo implantasyonu boyunca maternal sirkiilasyona
erisememe hipoksik bir c¢evre ile sonucglanir. Uterin ylizey oksijen konsantrasyonu
gebeligin erken donemi boyunca yiizde 2 seviyesindedir. Embriyo maternal damarlarla
baglant1 kurduktan sonra plasental oksijen seviyesi yaklasik olarak yiizde 8 e ¢ikar. Bu
ylizden embriyonik kok hiicrelerin normal fizyolojik ¢evresi in vitro kosullara gore daha
hipoksik kalmaktadir. Eriskin kok hiicreler goreceli olarak oksijenden fakir anatomik

bolgelerde (%0-5) yer alirlar (Chung ve ark., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calisma, Necmettin Erbakan Universitesi Meram T1p Fakiiltesi Etik Kurulu’nun

30/09/2016 tarih ve 2016/674 karar numaral izni ile, ger¢eklestirildi.

3.1. KoKk hiicre Eldesi ve Hiicre Kiiltiirii Asamasi

Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahisi Anabilim Dali’ndan abdominoplasti veya
mamoplasti amaciyla liposuction yontemi veya eksize edilmis karin yag dokusu veya
meme yag dokusu sonucu elde edilen atik 10-20 gr yag materyali serum fizyolojik ile
yikandiktan oda sicakliginda mekanik olarak ayristirilarak yag dokunun hiicresel
komponentleri ayristirildi ve 25 cm*’lik kiiltiir kaplarina (Nest, USA) ekildi. Bu asama ve
ilerleyen kiiltiir islemleri DMEM (Wisent, Kanada) kiiltiir medyumu ve %10 FBS
(Capricorn, Germany) kullanilarak, Penisilin-Streptomisin-L-Glutamin(Wisent, Kanada)
ilavesiyle 37°C de %5 CO, atmosfer basincina sahip ar-ge amagli hizmet veren inkiibator
ve laminer flow kabin ile gergeklestirildi. Kiiltiir kabinda doluluk orant %70-80 e
ulagincaya kadar 3 giinde bir medium degisimi yapildi. Her pasajda immunositokimyasal
inceleme i¢in ve bir de pasajlarin devami i¢in 2 seri hiicre ekimleri yapildi. Ortalama 7-8.
Giinlerde kiiltiir kabindaki doluluk orani %70-80 e ulastginda; 0.25% trypsin + 0.04%
EDTA (Wisent, Kanada) solusyonu ile hiicrelere muamele edilerek kiiltiir kab1 tabanindan
hiicrelerin ayrilmasi1 saglandi. Hiicrelerin oldugu kiiltiir medyumu santrifiij edilerek
hiicresel pellet olusturuldu ve buradan thoma lami ile hiicre sayim1 yapildi. Canlilik orani
trypan blue boyasi ile saptandi. Ortalama 2 milyon hiicre sayild1 ve bir sonraki pasaj i¢in
ekim yapildi. Her pasajda ADSC’ ler 151k mikroskop altinda incelendi. Toplamda 1., 3. Ve
5. Pasajlar olmak tlizere 3 pasajin degerlendirilmesi i¢in negatif (CD19) ve pozitif (CD44,
CD90, CD105) hiicre ylizey markerlarinin immiinositokimyasal boyanmas1 yapildi. Her

pasajin 6-7 giin siirdiigii toplam 5 pasaj siirdiirtildii.
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Yag dokusundan MKH eldesi ve 25 cm2'lik kiiltiir flaskima ekim

4

| Hiicresel doluluk %70-80'e ulastizinda Tripsin-Edta |

solusyonu ile hiicreler flask tabanmdan kaldirihr (P0)

. 4 h 4 ¥

Hiicre saymu ve Immunositokimyasal Bir sonraki pasaj icin 25
canhhlik tayini boyama icin cm2'lik kiiltiir flaskma
coversliplere hiicre ekim
ekimi

¥

Hiicresel doluluk %70-80'e ulastiginda Tripsin-Edta
soliisyonu ile hiicreler flask tabanmmdan kaldirihr(P1)

%60-70 doluluga ulastiginda l

immunositokimyasal boyama Bir 6nceki adimdaki islemler tekrarlamir
asamasma gecilir

Tablo.1. Hiicre kiiltiiri ve boyama metot asamalar1

3.2. Hiicre Sayim ve Canhhlik Tayini

Kiiltiir flaski tabanindan kalkan hiicreler 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonras1 konik tiipte tabanda kalan hiicre pelletinin {ist kismi (siipernatan) dokiildii ve kalan
hiicreler kiiltiir medyumu ile diliie edildi. Thoma laminda sayim i¢in bir miktar alind1 ve
sayildi. Canlilik oranini belirlemek amaciyla 1x1 oraninda trypan blue kullanildi. Canli
hiicreler hi¢bir boya almazken; 6lii hiicreler maviye boyandi. Mikroskop altinda sayimlari

yapild1
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Resim.1. Lipoaspiratla gelen yag dokusu

Resim.2. 25 cm?’lik kiiltir flask:

3.3. immunositokimyasal Boyama Asamasi

Kiiltiirde yapisik halde bulunan hiicreler kiiltiir medyumundan armdirildiktan sonra
fiksasyon agsamsi i¢in PBS igerisinde ¢oziilmiis %4 paraformaldehit solusyonu (Santa Cruz,
USA) ile muamele edildi. Boyama kiti kullanilarak hidrojen peroksit ve ardindan UV
block (Thermofisher, USA) ile muamele edildi. Primer antikorlar (Abcam, UK)
damlatilarak 1 saat oda 1sinda bekletildi. Daha sonra sekonder antikor (Thermofisher,
USA) ile muamele edildi. Her solusyon arasinda hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra
AEC substrat sistem (Thermofisher, USA) kullanilarak markerlarin boyanmasi saglandi.

Son olarak zit boyama i¢in hiicre nukleuslar1 Mayer’s Hematoksilenle boyandi. Lam lamel
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arasi kapatilarak mikroskopta incelendi. Her bir 6rnek i¢in mikroskopta 100 hiicre sayimi
yapildi. Immunositokimyasal boyama CD44, CD90, CD105, CD19 ve embriyonik
markerlarda (Nanog, Oct-4, SOX-2, Tra-1-60, SSEA-4) yapildi. Ayrica tezimizde
bulunmayan immunfloresan olarak da tek pasajda hiicresel aktin ve hiicre marker
boyanmasi yapildi. immiinfloresan boyamada hiicresel aktin CytoPainterPhalloidin-iFluor
594 kirmizi (Abcam UK) ve ylizey antikor boyamasi i¢in primer antikorlar (Abcam, UK)
ve sekonder antikor FITC yesil (Abcam UK) kullanildi. Floresan atagmanli mikrokskopla
(Olympus, Japonya) goriintiilendi.

3.4. istatistiksel Analiz

Pasajlar arasi karsilastirmalarin analizi dogrusal karma model kullanilarak yapildi.

Anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

Yag dokusundan mekanik ayristirma yontemi ile elde edilen hiicreler kiiltiir kabina
ekimi sonras1 Inverted mikroskopta (Nikon, Japonya) gdzlemlendi. 24. Saatte kiiltiir
kabmin tabanina yapismis igsi morfolojide hiicreler gézlendi. 7. giinde doluluk oran1 %70
civarinda gdzlendi.

TripsintEdta solusyonu ile kiiltiir kabinin tabanindan ayrildiktan sonra hiicreler
yuvarlak morfolojide gozlendi. Santrifiij sonras1 Thoma laminda hiicre sayimi sonrasi 25
cm?2’lik kiiltlir kabindan ortalama 1,5-2 milyon hiicre elde edildi. Elde edilen hiicrelerde
Trypan mavisi ile 1x1 diliisyon faktorii ile boyandi ve canlilik orani ortalama %92 olarak
bulundu.

Immunositokimyasal boyamalar sonucu her lamelde 100 hiicre sayild1. Hiicresel yiizey
ekspresyonlar1 pozitifligi AEC kromojen ile kirmiz1 renkte gézlendi. Hiicre ¢ekirdekleri
Mayer’s hematoksilenle mavi-mor olarak boyandi.

CD44 yiizey ekspresyonu genel sitoplazmik olarak, CD90 pozitifligi daha ¢ok
periniikleer boyanma olarak, CD105 pozitifligi sitoplazmik boyanma olarak gozlemlendi. 3
pasajin ortalamasi olarak CD44 %96,13; CD90 %9%94,5; CD105 %87,6 oranlarinda pozitif
bulundu. CD19 negatif boyandi. Embriyonik markerlar ile yapilan sayimda Nanog, SSEA-
4 ve Tra-1-60 negatif boyandi; Oct-4 %91 ve Sox-2 %36 oraninda pozitif bulundu. Oct-4

ekspresyonu niikleer boyama olarak, Sox-2 ekspresyonu sitoplazmik olarak gozlemlendi.

21



<&

oo ide kok hiicrel

Resim.4. 7. Giinlin sonunda kiiltiir kabinda %70 doluluk orani




Resim.5. Kiiltiir flaskindan kaldirilmis yuvarlak kok hiicreler

Resim.6. Sag iist kosede ok ile isaretli kok hiicre kolonisi
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Resim.7. Thoma laminda hiicre sayimi

Resim.8. Trypan mavisi ile hiicre canlilik orani tayini; siyah ok:6lii hiicre, kirmizi ok:canl

hiicre
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Resim.9. P1 pasaji CD44(40X biiylitme)

50 pm

£
zitif hiicreler, yesil

Resim.10. P1 asaj1C]5 105 poitif | hﬁcreler(éio
ok:cekirdek

bliylitme), siyah po
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" VO DS . S0pm 2%
Resim.11. P1 pasaji CD90(40X biiylitme), siyah ok:pozitif hiicreler, yesil ok:¢ekirdek

Resim.12. P1 pasaji CD19 negatif hiicreler(40X biiylitme), yesil ok:¢ekirdek
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Resim.13. P3 pasjl CD44(40X biiyilitme), siyah ok:pozitif hiicreler

PR,

Resim.14. P3 pésajl CD1540X‘-bylitme), siyah ok:pozitif hiicreler
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Resim.16. P3 pasaji CD19(40X biiylitme)
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Resim.17. P pasaj1 CD44 (OX bﬁyﬁtrﬁe), siyah ok:pozitif hiicreler

. » 2 ) . &I \ . %
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Resi'm.19.' P5 ‘paéajl CD90 (40X biiyiitme), siyah 6k:pozitif hiicreler

>

Resim.20. P5 pasaji CD19 (40X biiyiitme)
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Marker

CD44
CD105
CD9%
CD19
SSEA-4
Tra-1-60

Sox-2
Oct-4
Nanog

- 0
T0 20 30 40 350 60 70 S0 30 100  xspresyon %

Tablo.2. Hiicre ylizey markirlar1 yiizde ortalamalar1
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istatistiksel Analiz

Dogrusal karma model kullanilarak yapilan analizde markir-pasaj etkilesimi anlamli

bulunmadi (p=0.14 ve p=0.55). Pasajlara gore ekspresyon seviyelerinde anlamli bir

farklilik goriilmedi.
L S-M eans for pasaj* marker
.
% o -
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=
b
-l
5
& D00-
&
g e s
875- T
\\\\\\@
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I I
1 3 5

pasqj

| marker —<— CD105 +-—— CD44

CDS0

Tablo.3. Pasajlar arasi yiizey markirlar1 istatistiksel analizi
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Resim.21. Nanog ekspresyonu negatif (40X biiyiitme)

Resim.22. Oct-4 ekspresyonu %91 pozitif (40X biiyiitme)




Resim.23. Sox-2 %36 pozitif (40X biiyiitme)

Resim.24. SSEA-4 negatif (40X biiylitme)




Resim.25. TRA-1-60 negatif (40X biiyilitme)
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50 pm
Resim.26. Hiicredeki aktin filamentleri kirmizi ¢izgiler seklinde gorilityor

Resim.27. Hiicredeki aktin filamentleri kirmizi ¢izgiler seklinde goriiliiyor




Resim.28. CD44 ekspresyonu sekonder antikor: FITC (40X biiylitme)

Resim.29. CD90 ekspresyonu sekonder antikor: FITC (40X biiyiitme)




Resim.28. CD105 ekspresyonu sekonder antikor:FITC (40X biiyiitme)
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5. TARTISMA

Kok hiicreler geleneksel olarak yetiskin kok hiicrelere (YKH) ve embriyonik kok
hiicrelere (EKH) ayrilir. EKH, embriyonik blastokistlerden elde edilir ve tiim doku
tiplerine farklilagsma kabiliyetine sahiptir. YKH, gelismis (yetiskin) veya gelismekte olan
(fetus, bebek veya ¢ocuk) cesitli dokulardan tiiretilir ve tiim dokulardaki hiicre tiplerine

degil; belirli dokulardaki hiicre tiplerine farklilagabilir.

KI ve yag dokusu klinik kullanimda en ¢ok kullanilan iki MKH kaynagidir (da Silva
Meirelles ve ark., 2006; Mosna ve ark., 2010; Hoogduijn ve Dor, 2013). Bununla birlikte
plasenta ve umblikal kord gibi alternatifler de vardir (da Silva Meirelles ve ark., 2006);
ancak etik komplikasyonlardan 6tiirii geri planda kalmislardir. Ki ve yag dokusundan elde
edilen MKH’ler morfolojik olarak ve kiiltiirdeki 6zellikleri bakimmdan benzerdir (Li ve

ark., 2015).

Adipoz doku kaynakli kok / stromal hiicreler (ADSC), insan yag hiicrelerinin % 1
kadar1 ADSC igeririrken, Ki’nde yalnizca % 0.001-0.002 MKH igerir (Fraser ve ark.,
2006). Bu calismada; elde etme acgisindan kemik iligine nazaran daha az invaziv olan ve
hiicre sayis1 bakimindan kemik iligine nazaran daha zengin olan yag dokusunu (Wagner ve

ark., 2005; Fraser ve ark., 2006) kullandik.

Yag dokusundan kok hiicreleri elde etmek amaciyla enzimatik veya nonenzimatik
ayristirma yapilmasini takiben santrifiij ile yag hiicreleri ayrilir ve geriye SVF kalir. Ayni
zamanda eksplant teknigi de basit ve invaziv olmayan bir kok hiicre izolasyon teknigidir
(Lee ve ark., 2011). SVF endotelyal hiicreler, fibroblastlar, lenfositler, eritrositler,
makrofajlar ve perisitleri barindirir (Oberbauer ve ark., 2015). Bu ¢alismada nonenzimatik
mekanik yontem kullandik. SVF klinik uygulamalarda dogrudan kullanilan bir iirlindiir
(Rigotti ve ark., 2007; Sterodimas ve ark., 2011). In vitro olarak kiiltiire hiicreleri
ektigimizde kok hiicreler plastige yapisarak digerlerinden ayrilir (Bourin ve ark., 2013).
Mezenkimal kok hiicrelerin elde edilmesi saglanmistir ve olusturdugumuz kiiltiir
sartlarinda her pasajda kok hiicreler mikroskobik olarak fibroblast benzeri , igsi, plastige

yapisan hiicreler olarak gdzlemlenmistir.
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Hiicre kiiltiir pasajlarinda yiizey marker ekspresyonlar1t CD19 negatif, CD90, CD44,
CD10S pozitif olarak saptandi. Uluslararasi hiicresel terapi kriterlerine (ICST) gore insan
kokenli MKH’lerin CD73, CD90 ve CD105 ekspresyonu agisindan pozitif; CD45, CD34,
CD14, CD19 ve HLA-DR molekiil ekspresyonu ac¢isindan negatif olmalarinin yaninda bu
hiicrelerin plastisite ve cesitli farklilasma potansiyelleri gibi 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir. MKH kiiltlir pasajlarinda hiicre ylizey marker ekspresyon oranlar1 bu
ozelliklerle uyumludur ve pasajlar ilerlemesine ragmen kok hiicreler bu ozelliklerini

kaybetmeden korumaya devam etmislerdir.

Yetiskin kok hiicrelerinde bu pluripotens belirteglerinin fonksiyonel rolii hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Dokuya spesifik MSC'lerin gelisim sirasinda dokularda biriken
pluripotent kok hiicreler olabilecegi ve dolayisiyla EKH ile iligkili belirteglere sahip
oldugu hipotezi s6z konusudur (Riekstina ve ark., 2009). Cesitli doku kaynaklarindan
yetigkin insan MKH'lerindeki embriyonik kok hiicre belirtegleri Oct-4, Nanog ve SOX-
2'nin iglevsel roliinii belirlemek i¢in simdi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Fare ve insan
hiicrelerindeki ¢aligmalar, Oct4'iin embriyonik kok hiicrelerde pluripotentligi muhataza
eden homeobox proteini Nanog ve HMGbox transkripsiyon faktorii SOX-2 de dahil olmak
iizere, bir transkripsiyon faktorleri agi1 bileseni oldugunu gostermistir. Oct-4
ekspresyonunun immunositokimyasal c¢alismalarda nukleusta veya sitoplazmada hem
kemik iligi hem de adipoz doku kaynakli MKH’ lerde eksprese edilebildigi gosterilmistir
(Lin ve ark., 2008). Bizim calismamizda da yag dokusu kaynakli MKH’ lerde niikleer

lokalizasyonda Oct-4 ekspresyonu gozlendi.

Baz1 caligmalarda MKH’lerde Sox-2 ve Nanog ekspresyonlar1 gozlenmistir. Bizim
calismamizda Nanog ekspresyonu agisindan negatiftir. Sox-2 ekspresyonu zayif gézlenmis

olup kiiltiirde nadir hiicrelerde gii¢lii eksprese edilmistir.

Klinik kullaninm agisindan MKH’lerin giivenilir bir sekilde izolasyonu ve
tekrarlanabilir pasajlanmasi 6nem tasir. Yag dokusu hiicre temelli tedaviler i¢cin zengin
alternatif bir hiicre kaynagidir; ancak karsilagilacak zorluklardan birisi kok hiicre eldesinde

optimal kosullar1 saglayabilmektir.

Yapilan caligmalarda intravendz olarak verilen kok hiicre sayist kg’a ortalama 1-2
milyondur. Ancak hastaligin evresi ve terapi seanslar1 arasindaki siireler kisiden kisiye
gore degismektedir (Squillaro ve ark., 2016; Alvaro-Gracia ve ark., 2017). Enjeksiyonla

verilecek olan kok hiicrelerin sayist kadar hiicrelerin transportw, kullanilan laboratuar
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malzemesinin kalitesi hiicrelerin verilmeden once ve verildikten sonraki canlilik yiizdeleri

acisindan 6nemlidir (Ikebe ve Suzuki, 2014).

Daha 6nce ratlarda Ki kdkenli MKH’lerle P1-P3 pasajlarinda yapilan in vitro bir
calismada osteojenik farklilasmanin P3 pasajinda daha zayif oldugu gdsterilmistir (Sugiura
ve ark., 2004). insanda yapilan KI kékenli MKH’lerde P5 pasajinda bizim ¢alismamiza
benzer sekilde yilizey markerlarinda %90’ tizerinde pozitiflik saptanmistir (Lo Surdo ve
Bauer, 2012). Yine benzer bir sekilde insan KI kaynakli MKH’ lerde yapilan bir calismada
CD44 ekspresyonu acisindan disiikliik saptanmamistir; ancak 15. Pasajdan sonra

adipositlere ve osteositlere farklilagsma oranlar1 diismeye baslamistir (Bonab ve ark., 2006).

MKH’ler in vitro pasajlanmanin erken evrelerinde hiicresel tedavide kullanilmaktadir.

Ancak ileri pasajlarda kullanim1 daha fazla tartisilmasi gereken bir konudur.
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