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Bu calismadaki amag; Klinik uygulamalar igin Iyi Uretim Uygulamalari
Standartlarinda (Good Manufacturing Practice-GMP) iiretilmis Go6bek Kordonu
kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin farkl alt kiiltiirlerinde karakteristik 6zellikleri
incelenerek klinik kullanimda en uygun alt kiiltiirii bulmaktir. Calismada Iyi Uretim
Uygulamalar1 laboratuvarinda biyogiivenlik kabininde geleneksel hiicre kiiltiirii
teknikleri ile Mezenkimal Kok Hiicrelerin farkli alt kiiltirleri (P2, P4 ve P6)
cogaltilmistir. Bu alt kiiltiirlerin, flow sitometri yontemi ile yiizey belirtegleri, apoptoz
durumlari, hiicre dongiisli durumlari, yar1 manuel kit ile RNA izolasyonu yapilarak,
termal dongii cihazinda sirasiyla cDNA sentezi ve es zamanli kantitatif Polimeraz
Zincir Reaksiyonu yontemleriyle pluripotensi genleri, Eliza yontemi ile telomer
boylari, Karyotipleme yapilarak kromozom durumlar1 karsilastirilmistir. Calismanin
sonuglarinda Gobek kordonunun Wharton jeli bolgesinden elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerin klinik uygulamalar i¢in kullanilmasinda karsilastirilan pasajlar (P2, P4,
P6) arasinda en uygunun P4 oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: iyi Uretim Uygulamalari, Mezenkimal Kok Hiicre, Wharton
Jeli, Uzun Kiiltiir



ABSTRACT

COMPARATIVE INVESTIGATION WITH VARIOUS PARAMETERS IN
THE PROGRESSIVE SUBCULTURE OF UMBILICAL CORD DERIVED
MESENCHYMAL STEM CELLS PRODUCED ON GOOD
MANUFACTURING PRACTICE STANDARDS
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Advisor: Asst. Prof. Murat BUYUKDOGAN
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2020

The purpose of this study; It is to find the most suitable subculture in clinical
use by examining the characteristic features of Mesenchymal Stem Cells originating
from Umbilical Cord produced in Good Manufacturing Practice (GMP) for clinical
applications. Different subcultures (P2, P4 and P6) of the Mesenchymal Stem Cells
were reproduced in the biosafety cabinet in the Good Manufacturing Practices
laboratory with traditional cell culture techniques. These subcultures are surface
markers, apoptosis states, cell cycle states, RNA isolation with the flow cytometry
method, RNA isolation with semi-manual Kit, pluripotency genes in the thermal loop
device, and telomeres by the Eliza method, Karyotyping and chromosome states were
compared. In the results of the study, it was found that P4 was the most suitable among
these passages (P2, P4, P6) compared in the use of mesenchymal stem cells obtained
from the Wharton jelly region of the umbilical cord for clinical applications.

Anahtar Kelimeler: Good Manufacturing Practice, Mesenchymal Stem Cell,
Wharton Jelly, Long-Term Culture



TESEKKUR

Tez konusunun belirlenmesi, deney asamalar1 ve yazim siirecinde bilgi, tecriibe ve
yardimlarini esirgemeyen degerli hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Murat BUYUKDOGAN
ve Prof. Dr. Erdal KARAOZ e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismalarimiz boyunca bilgi, 6neri ve deney malzemelerindeki yardimlari ile bize
destek olan Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Bagkan1 degerli hocamiz Prof.
Dr. Veysel Sabri HANCER e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam boyunca bilgi, 6neri ve deney malzemelerindeki yardimlar: ile bana
destek olan Liv Hospital Rejeneratif Tip ve Kok Hiicre Merkezine ve arkadaslarim
Meltem ARAZ, Sevilay Burcu SAHIN, Giilnaz Yildinm KOKEN ve Olga Nehir

OZTEL’e tesekkiirlerimi sunarim.

Beni zor giinlerimde yalniz birakmayan sevgili ev arkadaslarim Merve MEMIS, Kader

DEMIR ve Ayse KARTAL’a yardimlari igin tesekkiirlerimi sunarim.

Deneylerim boyunca her sekilde yardim ve desteklerini esirgemeyip bana en ¢ok
yoldasglik eden boliim arkadasim Egzona QIPA’ya tesekkiirlerimi ve slikranlarimi

sunarim.

Bugiinlere gelmeme vesile olan, beni diinyaya getirip yetistiren, maddi manevi
desteklerini ve sevgilerini gostermeyi hicbir zaman esirgemeyip her zaman yanimda
olduklarmi hissettiren degerli ailem; annem Medine SONMEZ, babam Sehmuz
SONMEZ, kardesim Ali Baran SONMEZ’e, sonsuz destegiyle beni higbir zaman

yalniz birakmayan nisanlim Botan TEYMUR ’a tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

(077 O LT OOOOUSTRUT PSR i
AB ST RACT oottt ettt ettt e et e ettt ettt ettt ii
TESEKKUR ........ocoooiiiiiieeeeee ettt n sttt en s s st iii
TABLO LISTEST .....oooeooeoeee oottt ettt ettt viii
1. GENEL BILGILER .......coo oo oottt en e 1
L1 KOK HUGCRE ..ottt ettt ettt ettt 1
1.2. KOK HUCRELERIN SINIFLANDIRILMASI.......cioveieteeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 3
1.2.1. Farklilasma Potansiyellerine Gore Smiflandirilmast ... 3
1.2.2. Koken Aldig1 Kaynaga Gore Smiflandirilmast..........ccooooovviiiniiinnnn. 5
1.2.2.1 Embriyonik Kok HUCEEler ..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e 5
1.2.2.2. Pluripotent K6k Hiicreler ..............c....ccccovoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 6
1.2.2.3. Yetiskin Kok Hiicreler..................ccccccccuiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeaevaaaaaae 7
1.3. MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN GENEL OZELLIKLERI.........coco....... 8
1.3.1. Mezenkimal K&k Hiicrelerin Morfolojik OzelliKIeri .............ccoeveveviveiananen. 8
1.3.2. Mezenkimal K6k Hiicrelerin Yiizey Belirtecleri ... 8
1321.CHRNF .. 40 4% 4 "W ... 5
1.3.2.2. CDA05 . et 5
(RWEY LR A A AU Y. U 6
13,24, CDO0. .ttt 6
(RN 1= o] (<] 9
13,3 L O T e e, 6
1030302, SO e, 6
13,33 ZFPA. o 7
13,34 TER T e, 7
1.4. GOBEK KORDONU. ...ttt e, 11
LA 1. Wharton JEHH. ..o e e 11
1.5, TELOMER ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt e e 13
1B, APOPTOZ oottt ettt ettt ettt ettt 15
1.7. HUCRE DONGUSU ... oottt ettt ettt ettt 21
1.8. KLINIK DENEMELERDE MEZENKIMAL KOK HUCRELER................... 24
1.9. IYI URETIM UYGULAMALARI .....ooititieeeeeeeeee et 25
2. GEREC VE YONTEM .......cooooiiiiieeeeeeeeeeee ettt 27
2.1. EKSPLANT KULTUR ..ottt ettt ettt e e 31
2.1.1. Alt KGHGE (PASA]) «oeieiiieeeiiieie ettt 31
2.2. AKIM SITOMETRI ANALIZI c..oovoeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
2.3. RNA IZOLASYONU. ..ottt ettt ettt ettt 32
2.4. KOMPLEMENTER DNA (CDNA) SENTEZI......cccocooviiiiiiieeceeee s 33
2.5. TELOMERAZ AKTIVITESI ...t ittt 36
2.6. KARYOTIP .ottt ettt ettt et 39
2.7. AKIM SITOMETRI ILE APOPTOZ TAYINI ...covooiiiiiieeeeeeeeeeee e 42
2.8. AKIM SITOMETRI ILE HUCRE DONGUSU .....ccoooviiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeenns 43
B BULGULAR. ..ot ettt ettt ettt ettt ettt e e en s 43
3.1. INSAN GOBEK KORDONUNDAN KOK HUCRE IZOLASYONU ............ 44
3.2. AKIM SITOMETRI ILE YUZEY BELIRTEC SONUCLARI.........cccven..... 46

iv



3.3. RT-PZR SONUGCLARI ..ottt 50

3.4. TELOMERAZ AKTIVITESI SONUCLARI .......c.ccooveviviiiereeieeeeeeen s 52
3.5. KARYOTIP SONUCLARI .......cooviuiriieieteereetee et en et 53
3.6. AKIM SITOMETRI ILE FLOW SONUCLARI ......c.cccoiiiivieiieeeeeeeneveeeens 54
3.7. AKIM SITOMETRI iLE HUCRE DONGUSU SONUCLARI .........ccocveunnen 55
ATARTISMA ..ottt ettt ettt ettt ee st en et aeee s 57
KAYNAKCA ..ottt ettt ettt n ettt n et en sttt en et teee s 60



SEKIL LISTESI

Sekil 1.1:Kok hiicrelerde simetrik ve asimetrik boliinme......................coooene.l 3
Sekil 1.2: Noral Kok hiicreler ornekler alinarak yapilmis kok hiicrelerin gelisim
stiresince gecirdigi farklilasma potansiyellerini gostermektedir........................... 5
Sekil 1.3: OCT-4 geninin kromozomal [0Kasyonu .............ccccevevviiiiiiiienieenie s, 9
Sekil 1.4: Sox2 geninin kromozomal [0KaSyONU..............cccveiiiiiiiniieiiecie e 10
Sekil 1.5: ZFP42 geninin Kromozomal.............cocoiiiiiiiiniieiieee e 10
Sekil 1.6: TERT geninin kromozomal 10KaSyONU............ccccueiviiiieiiieiiiiiie e 10
Sekil 1.7: Gobek kordonunun ¢esitli bolgelerini gésteren enine kesit ¢izimi ........... 12

Sekil 1.8: B6C3F1 farelerinin pankreas kesiti. Oklarda apoptoza girmis ve hiicreler
goriilmektedir. Sitoplazmada kondensasyon ve kiiclilme, g¢ekirdekte piknozis ve

fragmanlar gOrilmektedir............oooiiiiiiii i 17
Sekil 1.9: Apoptozun li¢ mekanizmasinin GZeti..........covvrerrvreiinreeiiieeiiiee e 19
Sekil 1.10: Bcl-2 protein ailesinin homologlar1. Bcl-2 subfamily; BH1, BH2, BH3 ve
BH4 domainlerini igermeKtedir...........uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeececieeeeeeeeeee e 20
Sekil 1.11: BCL-2 geninin kromozomal 10Kasyonu.............cccceevuveeiiveeiiiee e, 21
Sekil 1.12: BAX geninin kromozomal 10Kasyonu .............ccccceevveiiiieeiiiee e, 21
Sekil 1.13: Hiicre dongiisiiniin evreleri ve KOntrol ...........ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiceeeenns 22
Sekil 1.14: ClinicalTrials’a kayith Mezenkimal Kok Hiicre temelli tedavi uygulanan
YayIN hastalIKIar........ooiiiiiiiiii e 24
Sekil 2.1: Akim Sitometri yontemi ile apoptoz analizi deney semasi................ 42

Sekil 3.1: Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin Pasaj2 morfolojik
GOTUNTTSTL. + +1vvtivteeetie ettt e et e et e b e s e e e sse e e eb e e e abs st ee e s eeenbeeeennnenens 44
Sekil 3.2: Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin Pasaj 4 morfolojik
oo N1 L ] TP PPPPT TR 45
Sekil 3.3: Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin Pasaj 6 morfolojik
GOTUNTUSTL ...veeeeeeiee ettt e st e e e e e e s nr e e e s annnee s 45
Sekil 3.4: P2 Dot plot ve hiStogram SONUCU...........cccvreiiieeeiiee e ciee e 46
Sekil 3.5: P4 Dot plot ve histogram SONUCU...........cccvreiiveeeiiee e 47
Sekil 3.6: P6 Dot plot ve histogram SONUCU............ccvreiiieeiciie e 47
Sekil 3.7: Ug farkli pasajda pozitif yiizey belirteglerinin karsilastirilmasit................. 49
Sekil 3.8:U¢ farkli pasajda pluripotensi genlerinin rolatif gen ifadelerinin
KarSTIaStIIAST. ..\ttt e 51
Sekil 3.9:Ug farkli pasajda apoptoz genlerinin rolatif gen ifadelerinin karsilastirmasi
............................................................................................................................... 52
Sekil 3.10: P2 Karyotip SonuUGIArt........coccuviiiiiiiiiiiiiiiiicc e 53
Sekil 3.11: P4 Karyotip SonuUGIArt.......ccoccuviiiiiiiiiiiiiiiiic e 53
Sekil 3.12: P6 Karyotip SonuUGIart.........occvvviiiiiiiiiiiiiic e 54
Sekil 3.13: Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da Apoptoz Degerlerinin Karsilagtirilmasi...55
Sekil 3.14: P2, P4 ve P6’nin akim sitometri histogram gortintileri.............cocceeennen. 55
Sekil 3.15: P2, P4 ve P6 hiicre dongiisii evrelerinin karsilastirilmast.............ccc....... 56

Vi



TABLO LiSTESI

Tablo 2. 1: Calisma siiresince kullanilan kimyasal bilesenler...............cccoevvvrerinnnnn 27
Tablo 2. 2: Calisma siiresince kullanilan cihazlar .............c..ccoceeeeiiiienc e, 30
Tablo 2. 3: DNA eliminasyon miksi hazirlama..............cccooeveiiiiniiiiiiiicce 33
Tablo 2. 4: Reverse-transkriptaz miksi hazirlama .............ccccoovvveiiine e 34
Tablo 2. 5: RT-PZR amplifikasyon iiriinii elde etme programi.............ccccccvvereennne. 34
Tablo 2. 6: Bcl-2 ve BAX genleri forward ve reverse primer dizileri..................... 35
Tablo 2. 7: TERT, OCT4, SOX2, ZFP42 ve GAPDH genleri PCR igerikleri.......... 35
Tablo 2. 8: Bcl-2 ve BAX genleri PCR igerikKleri........ccovvvviiiieniiiiiiiiciice e 35
Tablo 2. 9: RT-PZR amplifikasyon {irlinii elde etme programi..............cceeevverinenne. 35
Tablo 2. 10: TRAP ReakSiyon 1GETIZH . .uueiuieririiieeiiiesiieesiie st 36
Tablo 2. 11: PZR amplifikasyon {irlinii elde etme programi..............ccoevverviernennnn. 37
Tablo 2. 12: Plakaya dizme dlizeni...........cocveiviiiiiiiiieiiie e 38
Tablo 2. 13: Giemsa bantlama YONTEMI ........ccovieiiieiiiieiiieiee e 41
Tablo 3.1: P2, P4 ve P6 Akim Sitometri Pozitif Yiizey Belirteg Paneli
103110163 F- 3 SR 48

Tablo 3. 2: P2, P4 ve P6 Akim Sitometri Negatif Yiizey Belirte¢ Paneli Sonuglar1 .49
Tablo 3. 3: Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da ii¢ tekrarli ¢alisilan genlerin Ct degerleri 50
Tablo 3. 4: Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da Rolatif gen ifadelerinin yiizde degerleri..51
Tablo 3. 5: Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da rolatif telomeraz aktivitesi (RTA) sonuglari

............................................................................................................................... 52
Tablo 3. 6: P2, P4 ve P6 Akim Sitometri Apoptoz Sonuglart .........ccccceveevivveerinnnnn, 54
Tablo 3. 7: Kontrol, P2, P4 ve P6 hiicre dongiisii evrelerinin ylizde degerleri ......... 56

viii



KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar

AIF
APAF-1
BrDU
Cdna
c-Myc
EGA
EKH
GAG
GAPDH
GK-MKH
GMP
GVHH
HA
HLA
11L0]
IHK
IPKH
KIf4
MHC
MKH
Oct-4
RTA
RT-PZR
SBK
SMAC
SOX-2
SP
TERC
TERT
TRAP
TNF
Zfp42
WJ-MKH
XIAP

Aciklama

:Apoptoz indiikleyici faktor
:Apoptotik proteaz aktive eden faktor
:Bromodeoksiiiridin

:Komplementer DNA

:MYC Proto-Oncogene

:Embriyoda gen aktivasyonu
:Embriyonik kok hiicreler
:Glikozaminoglikan

:Gliseraldehit 2-fosfat dehidrogenaz
:Gobek Kordonu MKH

:Good Manufacturing Practices

:Graft versus host hastaligi
:Hylauronik asittir

:Insan 16kosit antijenleri

:1yi Imalat Uygulamalar:

:I¢ hiicre kitlesi

:Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
:Kruppel-like factor 4

:Major doku uygunluk kompleksi
:Mezenkimal kok hiicre
:Octamer-Binding Transcription Factor 4
:Rolatif Telomeraz Aktivitesini
:Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
:Siklin bagimli kinaz

:ikincil miktokondri kaspaz aktivatorii
:Sex-determining Region Y-box 2
:Serebral Palsi

:Telomeraz RNA bileseni

:Telomeraz Ters Tranferaz

:Telomer Tekrarlar1 Cogaltma Protokolu
:Tiimor Nekroz Faktorii

:Zinc Finger Protein 42

:Wharton Jeli MKH

:X-1liskili Apoptoz Inhibitor Proteini



GIRIS

Rejeneratif tip yas, hastalik veya travmayla meydana gelen hasarlanmis doku,
organ ve hiicreleri iyilestirme veya yenileme potansiyeliyle son yillarda modern tibbin
goze ¢arpan konu bagliklarindan biri olmustur. Organ ve dokularin nakillerinde red
gerceklesmesi, donor azligi ve bazi immun komplikasyonlar sebebiyle meydana gelen
zorluklarin iistesinden, gliniimiize kadar elde edilmis preklinik ve klinik ¢alismalarin
umut vaat edici sonuglart ile rejeneratif tip stratejileriyle gelebilmesiyle gecilecek gibi
goziikmektedir. Rejeneratif tibbin tedavi yontemleri mevcut tedavi yontemlerinin
yetersiz oldugu durumlar i¢in yardimecr olmaktadir. Hiicresel tedavi ve doku
mithendisliginin amaci giivenli, etkili ve tutarli tedavi yontemleri sunmak olup
rejeneratif tip alaninda genis yer almaktadir. Insan viicudu, hemen hemen her tiir
dokuda bulunan kok hiicreler yoluyla yenilenme ve onarim sistemine sahiptir. Bu
nedenle kok hiicreler translasyonel tibbin gelecegi i¢in biiyiilk umut vaat etmektedir.
(Mason & Dunnill, 2007)

1. GENEL BILGILER

1.1. KOK HUCRE

1963°te ilk kez Becker ve arkadaslari 1sinlanmis farelere kemik iligi nakli
gergeklestirdiler ve farelerin dalaklarinda, enjekte edilen kemik iligi hiicrelerinin
sayisina oranla orantili olarak nodiillerin gelistigini fark ettiler. Her nodiiliin tek bir
ilik hiicresinden olustugu sonucuna vardilar (Becker, McCulloch, & Till, 1963). Kok
hiicreler viicudun tiim doku ve organlarin temelini olusturarak gelisim, doku tamir
stirecleri ve hastalik gelisimi gibi cesitli gorevleri vardir. Kok hiicreler, ¢cok sayida
boliinme, kendi kendini yenileyebilme ve diger hiicre tiplerine farklilagsabilme
yetenekleri sayesinde hasarli hiicre, organ veya dokuya eski fonksiyonunu
kazandirabilme Ozelligiyle rejeneratif tipta tedavi amaclh kullanilabilmektedir. Kok
hiicrelerin  islevlerini  silirdiirebilmeleri ve tedavi amag¢li uygulamalarda
kullanilabilmeleri i¢in hiicre igin gerekli optimum kosullar saglanmali ve iiretimleri bu
kosullara uygun tesislerde gerceklestirilmelidir.

Kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler (EKH), indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler (IPKH) ve yetiskin kok hiicreler olarak ii¢ kategoriye ayrilirlar. Dogru



kosullar altinda ve dogru sinyaller verildiginde kok hiicreler felg, osteoartrit,
norodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi yaygin hastaliklarda terapotik amaclh
kullanilabilmektedir (Mankikar, 2010).

Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri

Kok hiicreyi diger hiicrelerden ayiran en 6nemli iki 6zelligi; kendini yenileme
ve farklilagmadir. Bu iki 6zelligi karsilamasi ile hiicre ancak kok hiicre ozelligi
kazanmaktadir.

Kendini Yenileme

Kendini yenileme, farklilasmamis kék durumunu koruyan biyolojik yollar1 ve
mekanizmalar1 ifade eder. Ancak kok hiicreler i¢in ‘sinirsiz boliinme yetenegi olan
hiicreler’ demek yanlis bir kavramdir. Kok hiicreler belli sayidaki mitoz sonunda
yaslanan ve &liime giden hiicrelerdir. Ornegin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreler 40-60 kez boliindiikten sonra yaslandiklar1 ve diger kok hiicre 6zelliklerini
yitirdikleri kanitlanmistir. Bir hiicrenin kendini yenilemesi kok hiicre havuzunu
yenilemesi anlamina gelir. Dolayisiyla kok hiicre havuzunun tiikenmemesi i¢in her
boliinen kok hiicrenin en az bir yedeginin de ortaya ¢ikiyor olmasi ve bu havuza
katiliyor olmasi gerekir. Bir kok hiicre boliindiigiinde en fazla iki farkli fenotipte hiicre
ortaya cikar; hiicrelerden birisi kok hiicrenin yedegi niteliginde kalirken digeri bir
sonraki agama i¢in farklilagir (Can, 2013).

Boliinme

Kok hiicrelerin, bir kok ve bir kok hiicre olmayan/onciil hiicre liretmek i¢in
asimetrik olarak boliinebilme kabiliyeti kok hiicre olmada belirleyici 6zelliklerinden
biridir. Ote yandan yetiskin kok hiicreler simetrik olarak béliinebilmektedir.
Asimetrik boliinmede, kok hiicre ikiye boliinerek bir kok hiicre ve bir de ilerde
farklilasacak olan onciil hiicre olusturur. Bu boliinmeye bu nedenle simetrik olmayan
béliinme denir. Onciil hiicreler ileride boliinerek farklilasmis hiicrelere doniisebilirler.
Simetrik boliinmede, kok hiicre asimetrik boliinmedeki gibi iki hiicreye boliiniir fakat

bu kez olusan yavru hiicrelerin ikisi de ya kok hiicre ya da onciil hiicredir.
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Sekil 1. 1. Kok hiicrelerde simetrik ve asimetrik boliinme (Chen, Shoudong, & Ying,
2015)

Boliinmenin hangi yonde gelisecegi sansa bagli olmakla birlikte uygun
ortalama alinirsa, boliinmeler sonucunda esit sayida kok hiicre ve progenitor hiicre
olustugu goriiliir. Buna ragmen asimetrik boliinmelerin sonucunda dokuda kok hiicre
ve progenitdr hiicre sayilar1 esit degildir; buna “popiilasyon asimetrisi” denir.
Ortalama olarak esit sayida kok hiicre ve progenitor hiicre olusmusken dokuda kok
hiicre ve progenitor hiicre sayilarinin farkli olusunun nedeni, doku gereksinimlerine
gore kok hiicre ve progenitor hiicre boliinme hizlarinin degisebilmesidir. Genellikle
dokularda progenitor hiicrelerin sayis1 kok hiicrelerden ¢ok daha fazladir. Memelilerin
kendini yenileyebilen dokularinin ¢ogu ikinci tip bdliinme yapar ve popiilasyon

asimetrisi gosterir (Sagsoz & Ketani, 2008;Shahriyari & Komarova, 2013,).

1.2. KOK HUCRELERIN SINIFLANDIRILMASI
1.2.1. Farklilasma Potansiyellerine Gore Siniflandirilmasi

1.2.1.1. Totipotent
Déllenmis yumurtaya Latincede tam, biitiin anlamia gelen ‘totus’ tan tiireyen

totipotent denir ¢iinkii uterusta bulunan embriyo bu asamada tiim organizmay1
olusturabailecek potansiyele sahiptir. Insanlar dahil yetiskin memeliler, 200'den fazla
hiicre tipinden olusur. Bunlar arasinda sinir hiicreleri, kas hiicreleri, cilt hiicreleri, kan

hiicreleri, kemik hiicreleri ve kikirdak hiicreleri bulunur. Embriyonik gelisim ig¢in
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elzem olan diger hiicreler ekstraembriyonik dokulari, plasenta ve gébek kordonunu

igerir. Biitlin bu hiicreler zigottan iiretilir.

1.2.1.2. Pluripotent
Pluripotent terimi, Latince birka¢ veya daha fazla anlamina gelen ‘pluri’den

tiiremis olup Fertilizasyondan sonra 4.-5. giinde meydana gelen blastokist evresindeki
i¢ hiicre katmani ii¢ embriyonik katman olan mezoderm, endoderm ve ektoderme
farklilasacaktir buradan koken alan kok hiicrelere Pluripotent kok hiicreler denir. Bu
iic embriyonik katman, viicudun tiim hiicrelerinin embriyonik kaynagidir, viicudu

olusturan tiim farkl: tipteki 6zel hiicre tiirleri, bu embriyonik soylardan koken alir.

1.2.1.3. Multipotent
Multipotent kok hiicreler, hematopoietik, mezenkimal ve noral kok hiicreler

dahil olmak {izere yetiskin kok hiicreleri olarak simiflandirilan bir¢ok hiicre tipini
icerir. Multipotent kok hiicreler, bir¢ok durumda birbirlerinden kolayca ayirt
edilebilen, ancak diger farklilagsmis hiicre tiplerinden benzersiz bir sekilde
tanimlanamayan cesitli farkli morfolojiler sergiler. in vitro ortamda sinirli bir gogalma

kapasitesine sahiptir.

1.2.1.4. Unipotent
Unipotent terimi, Latince ‘tek’ anlamina gelen ‘unus’ kelimesinden tiiremis

olup sadece bir ¢esit hiicre grubuna farklilasabilmektedirler, ayn1 zamanda bir kok
hiicre olabilmesi i¢in gereken kendini yenileme 6zelligine sahiptir. Doku tamirinde de

rol oynarlar.
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Sekil 1.2. Noral Kok hiicreler 6rnekler alinarak yapilmis kok hiicrelerin gelisim
stiresince gecirdigi farklilagma potansiyellerini gostermektedir (Sandner, ve digerleri,

2012)

1.2.2. Koken Aldig1 Kaynaga Gore Siniflandiriimasi

1.2.2.1 Embriyonik Kék Hiicreler
Fertilizasyon sonucu olusan zigot mitoz boliinmeler gegirerek ‘yariklanma’

gerceklestirir. Her bir boliinme ile olusan hiicreye blastomer adi verilir. Blastomerler
totipent olup tek basina bir organizmay1 olusturabilirler. Zigotun gegirdigi ilk 3 mitoz
boliinme simetrik olup olusan her bir blastomer boyut ve morfolojik olarak birbirinin

aynisidir. 8 hiicreleri asamada totipotent 6zelligi biterek embriyoda kompaksiyon,



polarizasyon ve asimetrik hiicre boliinmesi olarak ti¢ dnemli morfolojik degisiklik
meydana gelir. Fertilizasyonun 4. Giiniinde blastomerden morula evresine gecerek (8-
16 hiicre) asimetrik hiicre boliinmesi meydana gelir. Polar ve apolar hiicreler ortaya
cikar. Polar hiicreler, trofoektodermi olusturmak {izere dis kisimda ve apolar hiicreler
ise embriyoyu olusturacak olan i¢ hiicre kitlesi (IHK) ne farklanmak iizere i¢ kistmda
yer alir (Yilmaz & Tekmen, 2018). Embriyogenez sirasinda, IHK’den epiblast ve
hipoblast olmak iizere iki farkli hiicre tipi gelisir. Hipoblast, yolk kesesine doniisiirken,
Epiblast tiim dokularin koken alacagi ektoderm, endoderm ve mezoderme farklilasir.
Embriyonik kok hiicreler embriyodaki IHK’dan elde edilir.

Embriyonik kok hiicreler farklilasmaya yol agan genlerin baskilanmasini saglayan
Oktamer Baglayict Transkripsiyon Faktorii (Oct-4) ve SRY Iliskili HMG Box Geni
(Sox2) gibi temel transkripsiyon faktorlerini ifade ederek pluripotensi 6zelligini korur.
Ancak hem etik kosullar hem de viicutta teratoma olusturma potansiyelleri nedeniyle
klinik uygulamalarda yetiskin kok hiicrelere gore daha dezavantajlilardir (Holden,
2007).

1.2.2.2. Pluripotent Kok Hiicreler
Son zamanlarda, embriyonik kok hiicrelere benzer 6zelliklere sahip tiglincii tip

bir kok hiicre ortaya ¢ikmistir. Bilim insanlari, belirli genleri somatik hiicrelerde
kullanip bu hiicreleri yeniden programlayarak *’pluripotent’” evreye getirmislerdir.

iPKH’ler, yetiskin kok hiicrelerinden dort transkripsiyon faktoriiniin Octamer-Binding
Transcription Factor 4 (Oct-4), Sex-determining Region Y-box 2 (SOX-2), Kruppel-
like factor 4 (KIf4) ve MYC Proto-Oncogene (c-MYC) asir1 ekspresyonu ile iiretilir.
Hiicresel seviyedeki iPKH'ler, kendilerini yenileme, farklilagma potansiyeli ve
kendilerine benzer hiicreler liretme kabiliyetine sahip olduklarindan EKH’lere
neredeyse benzer. Bu bulgulardan sonra, iki grup Takahashi ve arkadaslari ve
Nakagawa ve arkadaslari, iPKH'leri yetiskin insan fibroblastlarindan iirettiler. Her ne
kadar iPKH'ler hiicre tedavisi i¢in biiylik potansiyele sahip olsalarda, genomik

stabiliteleri hala sorgulanabilir.



1.2.2.3. Yetiskin Kok Hiicreler
Yetiskin viicudunda kemik iligi veya beyin gibi farklilasmis dokulardaki

farklilasmamis hiicrelere yetiskin veya mezenkimal kok hiicreler denir. ‘Mezenkim’
terimi epiblastin farklilagmasindan baslayarak embriyonun gelismesinde ve daha sonra
fetiisiin yasaminda 6nemli yer tutan, gevsek bag dokusu yapisindaki dokulara verilen
isimdir. Bu dokuyu olusturan hiicreler fenotipik olarak ¢evresindeki gevsek yapili ve
bol sulu hiicre dig1 matriks ortami iginde nispeten serbest hareket eden ¢ok yiizlii, ince
uzun uzantili hiicrelerdir (Can, 2013). Canli bir organizmada yetiskin kok hiicrelerin
birincil rolleri, bulunduklar1 dokuyu korumak ve onarmaktir. Bu hiicreler yetiskin
multipotent kok hiicreler olup daha sinirli sayida soya farklilagsabilme ve daha sinirh
sayida boliinebilme potansiyelleri vardir. Yetiskin kok hiicre kaynagi olarak kemik
iligi, adipoz doku, kan, iskelet kasi, dis pulpasi, deri, merkezi sinir sistemi ve gobek
kordonu verilebilir (Bajada, Mazakova, Richardson, & Ashammakhi, 2008). Bu
hiicreler bircok dokuda olabilmektedir ve koken aldigi dokularin hiicrelerine
farklilagabilirken plastisite ozellikleri sayesinde diger dokularin karakteristik
hiicrelerine de farklilasabilmektedirler. Yetiskin kok hiicreler bulunduklar1 bolgede
yeterli ve uygun miktarda faktor var ise; noronlar gibi ektodermal, hepatositler gibi
endodermal, kondrosit, osteosit ve adipositler gibi mezodermal soylara
farklilasabilmektedirler (Smith, Neaves, Teitelbaum, Prentice, & Tarne, 2007).

In vitro ortamda ndoral Onciil hiicrelerle flizyon yaparlarken in vivo ortamda
karacigerde hepatositlerle, kalpte kardiyak kas hiicreleriyle fiizyon yaparlar bunlara ek
olarak immun cevabi diizenleme 6zellikleri ile de hiicresel tedavide en ¢ok kullanilan
hiicrelerdir (Kalaszczynska & Ferdyn, 2015).

Klinik kullanimda mezenkimal kok hiicre (MKH) uygulamasi yapildiginda beklentiler
su sekildedir;

i.Direkt parakrin etkilerle doku yenilenmesi/tamiri

il.immun diizenleme

iil.hiicre engrafmaninda destek.



1.3. MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN GENEL OZELLIKLERI
MKH’leri in vitro ortamda tanimlayabilmek i¢in Uluslararas1 Hiicresel Tedavi

Derneginin International Society for Cellular Therapy (ISCT) {i¢ minimum kriteri
vardir;
I Kiiltlir kabina yapisma,
ii. Yiizeylerinde spesifik CD105, CD73 ve CD90 markerlarini ifade etmeli CD45,
CD34, CD14 veya CD11b, CD79alpha veya CD19 ve HLA-DR markerlarini ifade
etmemelidir,
iii. In vitro kosullarda osteoblast, kondroblast ve adipositlere farklilasabilmelidir
(Dominici, ve digerleri, 2006).

1.3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

Kiiltiir ortamindaki MKH’in morfolojileri, 151k veya faz kontrast mikroskobu
ile incelendiginde fuziform sekilli, ig seklinde ve fibroblast benzeri hiicre topluluklar
olarak goriiliirler. Morfolojik 6zellikleri fibroblastlara benzemekle birlikte en dnemli
farklar1 ¢ekirdek yerlesiminin fibroblastlarda asimetrik olmasina karsin bu hiicrelerde

simetrik olmasidir.
1.3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yiizey Belirtecleri

1.3.2.1. CD44
CD44, yaygin olarak olarak bulunan ¢ok yapili ve ¢ok fonksiyonlu bir hiicre

ylizey glikoproteini olup hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iligskisi kurmasimin yani sira

hiicre go¢ii ve hiicre yerlesmesinde rolii vardir. Temel ligand1 hylauronik asittir (HA).

1.3.2.2. CD105
Endoglin olarak da bilinen CD105, TGF-beta siiper ailesi ligandlar1 igin

reseptor olarak iglev goren bir tip I membran glikoproteinidir. Adindan da anlagilacag:
gibi endoglin, vaskiiler endotel hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir. Adipoz
dokudan gelen MKH’lerin yeni izole edildiklerinde diisiik seviyelerde CD105
eksprese ettigi, ancak alt kiiltiirleri yapildik¢a artan bir sekilde CD105 + haline geldigi

gosterilmistir.



1.3.2.3. CD73
CD73, hiicre dis1 adenozin monofosfatini adenozine doniistiiren bir ecto-5'-

niikleotidazdir. Lenfositler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri ve

fibroblastlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde eksprese edilir.

1.3.2.4. CD90
Thyl olarak da bilinen CD90, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerine

katilan glikozilfosfatidilinozitol bagli bir proteindir. Tirler arasinda degismekle
birlikte, endotel hiicrelerinde, hematopoetik kok hiicrelerde, lenfositlerde,
fibroblastlarda ve ndéronlarda CD90 ekspresyonu tanimlanmuistir (Musial-Wysocka,
Kot, Sulkowski, Badyra, & Majka, 2019).

1.3.3. Genler

1.3.3.1. Oct-4
Oct-4 temel olarak, insanda 6. Kromozomun uzun kolunda yer alir. DNA’da

ATGCAAT dizisine baglanarak diger genlerin ekspresyonunun diizenlenmesiyle
pluripotensinin ve kok hiicrelerin kendi kendini yenileme siireclerinde anahtar rol
oynadig1 erken embriyolarda bulunur. Oct4 geninin ifadesi 4-8 hiicreli ‘embriyoda gen
aktivasyonu’ (EGA) evresine kadar diisiik diizeyde tutulur. EGA ile birlikte Oct4
ifadesi artar ve bu artis embriyonun tikizlasma evresine kadar siirer. Oct4 mezenkimal

kok hiicrelerde pluripotensi marker1 oldugu bilinmektedir (Han, ve digerleri, 2014).
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Sekil 1.3: OCT-4 geninin kromozomal lokasyonu (POUS5SF1 Gene, tarih yok)

1.3.3.2. SOX-2
SoxB1 transkripsiyon faktorii ailesinin bir {iyesi olan cinsiyet belirleyici bolge

Sox2, pluripotent kok hiicrelerde dnemli bir transkripsiyonel regiilatordiir. Oct4 ve
Nanog geni ile birlikte, embriyonik kok hiicrelerde gen ekspresyonunu kontrol eder ve
pluripotensi 6zelliklerini korurlar. 3. Kromozomun uzun kolunda yer alir. DNA'daki

ATTGTT motifine baglanir (Han, ve digerleri, 2014).
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Sekil 1.4. Sox2 geninin kromozomal lokasyonu (SOX2 Gene, tarih yok)

1.3.3.3. Zinc Finger Protein 42 (Zfp42)
ZFP42 geni tarafindan kodlanan 310 aminoasit uzunlugundaki Rex1 proteini

bilinen bir pluripotensi belirtecidir. 4. Kromozomun uzun kolunda yer alir.
Farklilasmamis embriyonik kok hiicrelerde bulunur. Pluripotensi belirteci olmasinin
yant sira Oct4’lin hedef geni olup EKH’lerin kendini yenilemesiyle pluripotensinin

stirdiirtilebilirligi i¢cinde gereklidir (Can, 2013).
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Sekil 1.5. ZFP42 geninin kromozomal (ZFP42 Gene, tarih yok)

1.3.3.4. Telomeraz Ters Tranferaz (TERT)
TERT geni 5. Kromozomun kisa kolunda bulunur. Bu genin kodladigi

proteininin Uriinii olan telomeraz, enzim aktivitesi ile kromozomlarin ucuna DNA
eklemesi yapar. Telomeraz RNA’s1 tek zincirli DNA’y1 3° ucundan uzatir. Telomeraz
enziminin katalitik alt birimi, ters bir transkripsiyon islemi yiiriitmektedir. insanda
telomeraz enziminin etkinligi gamet onciisii hiicrelerde, embriyonik kok hiicrelerde ve

malign hiicrelerde ¢ok yiiksektir.
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Sekil 1.6. TERT geninin kromozomal lokasyonu (TERT Gene, tarih yok)
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1.4. GOBEK KORDONU
Insanlarda boyu 40-60 cm, ¢evresi 1-2 cm ve yaklasik 40 gram agirliginda olan

gobek kordonu plasentali memelilerde, gestasyonun 5.haftasinda blastokistin
endometriyuma baglanmasiyla ve mezoderm dokusunun ileri gelismesiyle ortaya ¢ikar
ve fetiisii plasentaya baglayan yapidir. Diger dokularin aksine gobek kordonunda
organlarin etrafini saran fibroz bag doku olan tunica adventitia yoktur sadece vaskuler
destegi saglayan ve kasilma fonksiyonlarini yapan tunica intima ve tunica media
vardir. Gobek kordonu igerisindeki “’Wharton Jeli’” adi verilen miikoz,
proteoglikanlarca ve kollajence zengin matriks, jelimsi yapisiyla etraflar1 sarili olan
iki arter ve bir ven damarlar ile fetiisiin beslenmesini ve oksijen aligverisini saglar.
Wharton jeli icerisinde bulunan damarlarin biikiilmesini, baskilanmasini ve kendi
etrafinda donmesini 6nleyerek anne ile fetus arasindaki dolasimin devamliligini saglar.
Kordonun ¢evresi amniyon zarindan kdken alan epitel ile kaphidir (Ding, Chang, Shyu,
& Lin, 2015). Mezoderm kaynakl1 bir doku olmasi nedeniyle gébek kordonu kaynakli
mezenkimal kok hiicreler osteoblast, adipoblast ve kondroblasta farklilagsabilme
ozellikleri bulunmaktadir (Can, 2013).

Klinik uygulamalarda kemik iliginden elde edilen MKH’lerin izolasyonu kompleks ve
act verici oldugu i¢in dogum sonrasinda tibbi atik olarak atilan gobek kordonu

kullanimi invaziv bir islem igermediginden gobek kordonu kullanmak daha faydalidir.

1.4.1. Wharton Jeli
Wharton jeli genel olarak iki arter ve bir venden olusan kordon damarlarini

saran kendisi de tek katli amniyotik epitel ile g¢evrili, ¢ok miktarda miyofibroblast
iceren miikdz bag dokusudur. Histolojik olarak 3 bolgeye ayrilmaktadir:

1) Subamniyon bolge; fibroblast benzeri hiicreleri icermektedir.

ii) Intervaskiiler bolge; kollajen I’ce zengin ve Wharton Jeli MKH’lerin (WJ-MKH)
yogun olarak bulundugu bolgedir.

iii)Perivaskiiler bolge; damarlarin etrafin1 saran bolgedir (Paladino, Rodrigues, Silva,
& Goldberg, 2019).
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Sekil 1.7. Gobek kordonunun ¢esitli bolgelerini gésteren enine kesit ¢izimi

Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immun Diizenleyici Etkisi

Immiin sistemin esas gorevi, organizmaylr yabanci molekiillere ve
mikroorganizmalara karsi savunmada onlar1 tanimak ve c¢esitli etki mekanizmalariyla
cevap vermektir. Immiin tanimada yabanc1 antijenlerle viicudun kendi antijenlerinden
ayirt etme gorevi Major doku uygunluk kompleksi (MHC) molekiilleri ya da diger
adiyla insan lokosit antijenleri (HLA) adi verilen ve T hiicre aracili immiin yanitinin
yoniinii belirleyen antijen sunucu hiicrelerin yiizeyinde bulunan molekiillere
diismektedir. MHC molekiilleri MHC 1 (HLA- A, B, C) ve MHC Il (HLA-DP, DR,
DQ) molekiilleri olmak iizere iki gruba ayrilir. Bunlar yapica birbirine ¢ok benzer.
MHC I molekiillerinin gérevi virlisler, intrasitoplazmik antijenleri CD8+ sitotoksik T
hiicrelerine sunmaktir. MHC II molekiilleri ise endositozla alinan bakterileri CD4+
yardimci T hiicrelerine sunar (Yalgin, 2013).

MKH’ler MHC smif I molekiillerinden HLA-A, HLA-B ve HLA-C’yi diisiik
seviyede ifade ederler, MHC sinif II mollekiillerini ifade etmezler. Gebelikte fetiis ile
anne arasinda maternal immun cevap olugsmamasi i¢in ifade edilen HLA-G6'y1 da ifade
ederek WJ-MKH'ler bu ozellikleri ile onlara diger kok hiicrelerde bulunmayan bir

immunsupresyon 6zelligi kazandirir (Marino, ve digerleri, 2019).
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Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Fenotipik Karakterizasyonu

MKH’ler neredeyse tiim organlarin bag dokularinda ‘yedek’ hiicreler olarak
bulundugu icin dogasi geregi yapisma Ozellikleri sayesinde kolaylikla elde
edilebilmekte ve spesifik yiizey belirtecleri sayesinde karakterizasyonlar
yapilabilmektedir. 2006’da ISCT nin yayinladig1 raporda mezenkimal kok hiicreler
icin gereken minimum kriterlerini  WJ-MKH’lerin  sagladigin1  biliyoruz.
Miyofibroblast 6zelligine sahip olmalar1 nedeniyle hiicre iskeleti belirtecleri olan alfa-
diiz aktin (SMA), vimentin ve F-aktini ifade ederler. Yiiksek miktarda %70’1 HA ten
olusan glizomanioglikan (GAGQG) igerir ve bu sayede gobek kordonu fetiiste en yiiksek
HA igeren doku olma 6zelligi kazanir ve HA reseptorii olan CD44’1i yiiksek oranda
ifade ederler.

Erken pasajlarda OCT4, SOX2, NANOG, Rex1, LIN28 gibi bilinen embriyonik
kok hiicrelerdeki pluripotensi belirteglerini de ifade ederler ancak teratom olusturma
ozellikleri yoktur. Bu ilkel 6zellikleri ile gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok
hiicreler yetiskin kok hiicreler ile embriyonik kok hiicreler arasinda yer alir. In vitroda
kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH’lere kiyasla WJ-MKH’in en biiyiik avantaji
daha yiiksek kendini yenileme kapasitesi ile ¢ok sayida hiicreye daha kisa siirede
erisilebilmesi olsa da ilerleyen alt kiiltiirlerde azalmis telomeraz aktivitesiyle hiicre
dongiisii  tutukluguna girerek kok hiicre fonksiyonelliklerini kaybetmektedirler

(Paladino, Rodrigues, Silva, & Goldberg, 2019).

1.5. TELOMER
Okaryotik lineer kromozomlarin 3’ uglarinda ‘telomer’ ad1 verilen telomerik

DNA dizileri bulunur. Telomerler kromozom uglarini ekzonukleaz aktiviteden, ug-uca
fizyondan ve replikasyon sonlanmasi problemi nedeniyle kodlama yapan dizilerin
kaybolmasindan korur. Bir¢ok okaryotun telomer bolgesindeki DNA dizisi benzerdir.
Insanlarda telomer tekrar dizisi Guanince (G) zengin TTAGGG dizisidir (Counter, ve
digerleri, 1992). Replikasyon catali, kromozomun ucuna dogru yaklasirken oncii
(leading) zincirin sentezi DNA kalibinin ucu yoniinde siirer ve bir yavru DNA ¢ifti
zinciri tamamlanir. Oysa artc1 (lagging) zincirinin kalib1 kesintili olarak kopyalandigi

icin karsilig1 tam olmayan bir kopyalama meydana gelir.
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Artet zincirin 3’ ucu, kalibin 5 ucundan 12-16 niikleotid daha uzundur. 3’
ucunun uzun olmasi tekrar eden telomer dizileridir. Bu diziler yiizlerce-binlerce kez
tekrarlanir ve bu sekilde birkag bin kilobaz uzunluguna erisip tek iplikli DNA olarak
sonlanir. Telomer bolgesi her DNA replikasyonu sonucunda bir miktar (<150 kilobaz)
kisalir. Bunun nedeni art¢1 zincirin kalibt i¢in DNA polimerazlar DNA zincirini 3’
ucundan uzattiginda bir RNA primeri kullanmasi gerektiginden kaynaklanir.
Oncelikle, primaz enzimi bir RNA primerinin sentezlenmesini saglar. Islem sonunda
RNA primeri ortadan kaldirildiginda karsiligi olmayan tek bir zincir pargasi ortaya
cikar. Bu siire¢ her hiicre boliinmesinde siiregelir ve her boliinme sonunda telomer
bolgeleri kisalir. Hiicrenin ¢ogalma sayisiyla dogrudan iliskili olan bu durum,
telomerlerin belli bir kisaliga ulastigi zaman hiicre ¢ogalmasinin durmasina neden
olur. Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro yapilan uzun alt kiiltlirlerinde telomer
boyunda kisalma buna bagli olarak hiicresel yaslanma meydana gelmektedir. Bu
durum ‘telomeraz ters transkriptaz (TERT)’ adi verilen ribonukleoprotein yapisindaki

enzim sayesinde giderilmektedir (Can, 2013).

Telomeraz, TERT geni tarafindan kodlanan bir revers transkriptaz proteini olup
telomeraz RNA bileseni (TERC) ve telomer ters transkriptaz (TERT) bilesenlerinden
meydana gelir. Telomeraz, telomerik tekrarlara tamamlayicisi olan kendi kalip
RNA’simni1 tasimasiyla bir DNA kalib1 olmadan telomerleri korumaktadir. Telomerazin
eksikligi DNA polimerazin zinciri 5’ ucundan uzatamamasi nedeniyle boliinen insan
hiicrelerinde ilerleyen telomer kaybina neden olur telomer boyu kritik asamaya kadar
kisaldig1 zaman fonksiyonlarini yitirmekte ve boylece DNA hasar cevabi yolagi aktive
olarak hiicreler ‘replikatif senesens’ adi verilen kalict biiylime tutukluguna girerler.
Senesens DNA replikasyonu sonucu genetik mutasyonlar1 ve sinirsiz ¢ogalmay1
engelleyerek kansere karsi bariyer olusturur. Yiiksek telomeraz aktiviteleri nedeniyle
siirsiz ¢gogalma telomer fonksiyonlarini siirdiirebilmelerini saglayan germ hiicreleri,
embriyonik kok hiicreler ve malign hiicrelere 6zgii meydana gelen bir olaydir. Insan
kemik iligi kaynakli MKH’lerde telomerazi kodlayan TERT geninin ektopik olarak
ifadesi arttirildiginda telomer kisalmasina bagli olarak meydana gelen hiicresel
yaglanmanin ortadan kalktig1 litimitsiz ¢ogalma kapasitesi meydana geldigi

gbzlenmistir (Simonsen, ve digerleri, 2002).
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Genel anlamda somatik hiicreler telomeraz aktivitesi gdstermezler ancak bazi
deri ve hematopoietik yetiskin kok hiicrelerde diisiikk seviyede telomeraz aktivitesi
goriilmiistiir (Rudolph, 2008). Telomerazin aktivitesi somatik hiicrelerde dengede
durmak zorundadir. Klinik uygulamalar i¢in ¢ok sayida elde edilmek istenen bu
nedenle alt kiiltiirleri yapilan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin bu
alt kiiltlirler boyunca telomeraz aktivitesi 6l¢iilmelidir ¢iinkii tiimerogenez ile artmis

telomeraz aktivitesi arasinda korelasyon oldugu goriilmektedir (Kassem, 2004).

1.6. APOPTOZ
Makroskobik olanindan mikroskobik olanina kadar her canlinin bir yasam ve

Olim dongiisii vardir. 1972 yilinda ilk kez Kerr ve Wyllie tarafindan kullanilan
‘apoptoz’ terimi hiicrenin intihar1 da denilen programli hiicre Oliimiinii ifade
etmektedir (Kerr, Currie, & Wyllie, 1972). Canlilarin en kii¢iik birimi olan hiicrede
patolojik ya da fizyolojik olmak tizere iki sekilde 6liim gergeklesir. Apoptoz bunlardan
fizyolojik olan1 iken nekroz patolojik olanidir. Nekroz hiicrenin kendi mekanizmasiyla
olusan bir olay degil mekanik travma veya ani agir iskemik durumlar gibi olaylarla
meydana gelmektedir (Oniz, 2004). Apoptoz ise hiicreler arasi yasam ve Oliim
dengesini kurmaktadir bu nedenle daha kompleks ve karmasik bir siiregtir. Apoptoz
normal gelisim ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre popiilasyonlarin1 korumak
icin homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar. Yetiskin bir insan viicudunda her
giin 10 milyar hiicre apoptoz ile ortadan kaldirilmaktadir. Ayrica bagisiklik
reaksiyonlarinda, hiicrelerin hastalik veya zararli maddelerden zarar gérmesi gibi bir

savunma mekanizmasi olarak da gorev almaktadir (Norbury & Hickson, 2001).

Apoptozun Etkili Oldugu Durumlar

1. Embriyonik donemde fetusun cinsel gelisimi sirasinda duktus sisteminin gerilemest,
memeli liyelerinin olusumunda el ve ayak parmak taslaklarinin arasindaki ara dokunun
ortadan kalkmasi.

2. Postnatal hayatta kemik iliginde kan iiretiminin homeostazisi igin 5x10! hiicrenin
uzaklasgtirilmasi, mestruasyon dongiisiinde endometrium tabakasinin ddokiilmesi,
timusta olgunlasan T lenfositlerinden etkisiz olanlar1 viicutta immun reaksiyon
olusturabilecegi i¢in etkisiz hale getirilmesi, epidermal tabakanin ana hiicresi olan
keratinositler apoptoz yoluyla 6lerek deri katmanini olusturur.

3. Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok c¢esitli uyaran ve
kosullar olmasina ragmen, tiim hiicreler ayni uyarana yanit olarak mutlaka
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Olmeyecektir. Kortikosteroidler gibi baz1 hormonlar bazi hiicrelerde (6rn. Timositler)

apoptotik 6liime yol acabilir, ancak diger hiicreler bundan etkilenmeyebilir (Coskun

& Ozgiir, 2011). Isik ve elektron mikroskobisinde apoptoz sirasinda cesitli

degisiklikler saptanmistir. Bunlar apoptozun ayric1 6zellikleridir;

> Apoptozun erken safhalarinda hiicre iskeleti filamentlerini olusturan
fibrillerde kopma,

> Hiicre sitoplazmasinda su kaybederek yogunlagsma,

> Cekirdekte piknozis, kromatin kondensasyonunun (yogunlasma) bir

sonucudur  ve apoptozun en karakteristik 6zelligidir. Hematoksilen ve eozin

boyamayla yapilan histolojik incelemelerde apoptotik hiicre sitoplazmasi koyu

pembe ve c¢ekirdek koyu mor goziikiir.

> Endonukleazlarin etkisiyle DNA’da parcalarina ayrilma,

> Hiicre igerisindeki organellerde pargalanma ve parcalanan ¢ekirdek materyali

ve organellerin kesecikler icine alinarak apoptotik cisimcikler olusturmasi,

> Hiicre plazma membraninda bleb olusumu ve komsu hiicrelerden ayrilma

meydana gelir.

Apoptozda;
1. Apoptozun meydana geldigi hiicreler igeriklerini hiicre disina birakmazlar.
2. Ikincil bir nekrozu 6nlemek adina etraflarindaki makrofajlar tarafindan hizla

fagosite edilir.

3. Apoptotik hiicreleri fagosite eden hiicreler ortama anti enflamatuvar sitokinleri
salgilamazlar bu nedenlerle apoptozda enflamatuvar bir cevap olusmaz.

Apoptoza girmis hiicreler bir dizi biyokimyasal degisiklikte gecirirler. Bunlar;

> Kaspaz ailesi adim1 ‘Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-CASPASE’dan
almaktadir. Sistein proteazlar olup aspartik asitten sonra bulunan peptid baginm
kirarlar. Kaspazlar cogu hiicrede inaktif proenzim formunda ifade edilmektedir ve bir
kez aktive olduklarinda diger prokaspazlari aktive ederek proteaz kaskadini baslatirlar.
Bazi kaspazlar bir uyaran olmadan birikerek kendi kendilerini aktif hale getirirler. Bir
kaspazin diger kaspazi aktive ettigi bu proteolitik kaskadda hiicreler artik 6liime
kararlanir ve apoptotik diger sinyal yolaklar1 da aktive olarak hiicrenin hizla 6liimii
gerceklesir.

Apoptozda gorev alan kaspazlar:

Baslangi¢ kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10’dur.

Efektor kaspazlar: Kaspaz 3, 6 ve 7°dir.
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> Doku transglutaminazlarin (glutamin ve lizin aminoasitleri arasinda capraz
baglarin olusumunu katalize eden enzim) aktivasyonu ve ekspresyonu araciligiyla
gerceklesen proteinlerin ¢apraz baglanmasi apoptozun bir diger karakteristik
ozelligidir. Ca*?ve Mg*? bagimli endonukleazlarla DNA pargalanir bu da 180-200 baz
ciftlik DNA pargalart olusumuna neden olur.

> Bir diger meydana gelen biyokimyasal degisiklik apoptotik hiicrelerin
yakinindaki fagositik hiicreler tarafindan taninabilirlik i¢in ylizeyinde gecirdigi bir dizi
degisikliktir. Bunu yapabilmek i¢in ¢ift katli lipit tabakasinin i¢ce doniik kisminda
bulunan fosfotidilserin flip-flop hareketiyle (hiicre membraninda bulunan lipitlerin
membranin bir yliziinden digerine hareket etmesi) membranin disina doner. Artik
apoptotik hiicrenin dis ylizeyinde bulunan fosfotidilserin fagositoz yapan hiicreler i¢in
bir belirte¢ gorevi goriir. Boylece hizla fagosite edilen apoptotik hiicre ortamda
herhangi bir enflamatuvar olay meydana getirmez. Annexin V rekombinant
fosfotidilserin baglayan protein olup fosfotidilserin rezidulerine baglanarak apoptozu

saptama belirteci olarak kullanilir (EImore, 2007).

Sekil 1.8. B6C3F1 farelerinin pankreas kesiti. Oklarda apoptoza girmis ve hiicreler
goriilmektedir. Sitoplazmada kondensasyon ve kiiciilme, ¢ekirdekte piknozis ve

fragmanlar goriilmektedir (EImore, 2007)
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Apoptoz Tipleri ve Siniflandirmasi

» Dis Yolak

Bu yolak ¢ift katli membranda bulunan reseptore ligandinin baglanmasiyla
aktive olur. Bu reseptorlerden en bilineni Timor Nekroz Faktorii (TNF) reseptor geni
stiperailesidir. TNF reseptor ailesinin iiyelerinde membranin dis yiizeyinde sisteince
zengin domainler vardir ve hiicre igerisine bakan sitoplazmik tarafinda 80 aminoasitlik
‘0lim domaini(adaptor)’ adi verilen domain bulunmaktadir. Bu &liim domaini
disaridan gelen 6liim sinyalini hiicre icerisine iletmekte oldukga kritik bir role sahiptir.
Apoptozun reseptor ligand modelinde; reseptore ligandin baglanmasiyla sitoplazmada
bulunan domaine adaptdr proteinlerinin baglanmasi gergeklesir. Oliim domaini ile
adaptor proteinlerin dimerizasyonuyla kaspaz sistemi aktive edilir ve hiicre 6liimi
gerceklestirilir (EImore, 2007).

» Perforin/Granzim Yolagi

Bu yolakta sitotoksik T hiicreleri ve dogal katil hiicreleri apoptoza yol
acmaktadir. Perforin, PRF-1 geni tarafindan kodlaniyor olup hedef hiicrenin
membranin por olusumundan sorum bir glikoproteindir. Hiicre membranina
fosfolipidler araciligiyla tutunarak membranda Ca* iyonlar: aracili olarak polimerize
olur ve por olusumunu saglar. Granzim B bir serin proteaz olup kaspazlar gibi aspartat
rezidulerindeki peptid baglarini hidrolize eder. Lenfositlerden salinan Granzim B
perforin araciligiyla hiicre igine girer prokaspaz 3 ve 10 aktive ederek mitokondri
aracili apoptoz ile hiicre 6liimiine neden olur. (Osinska, Popko, & Demkow, 2014).

> I¢ Yolak

Hiicre, hipoksi, serbest radikaller, DNA veya hiicre yapisina hasar veren stres
faktorleri gibi nedenlerle kendi igerisinde apoptozu baslatabilir. Sitokrom c,
mitokondrinin i¢ membraninin dis ylizeyine bakan kisimda elektron tasimada
gorevlidir. Stres faktorleri mitokondrinin membran yapisinda degisiklige neden olur
bunun sonucunda mitokondride por yapisi olusumu goézlenir. Olusan bu pordan
sitozole gecen Sitokrom c, Apoptotik proteaz aktive eden faktdr (APAF-1)’e
baglanarak ‘apoptozom’ adi verilen yapiy1 olusturur. Apoptozom yapisi pro-kaspaz
9’u kaspaz-9’a cevirir. Kaspaz-9 efektor kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive ederek
DNA’da pargalanmaya ve fragmanlara ayrilmasma neden olur. Bu yolaga kaspaz
bagimli mitokondriyal apoptoz yolagi denir.

Hiicrede zimojen (sessiz) halde bulunan kaspazlar uyaranlar sonucu aktive

olmalarinin diizenlenmesi, apoptozu inhibe eden proteinler tarafindan diizenlenir.
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Bakuloviriislerde kesfedilen bu proteinlerin insanda en iyi tanimlanmis olan1 57 kDA
agirh@inda bir protein olan X-Iligkili Apoptoz Inhibitér Proteini (XIAP) dir. XIAP,
apoptozu kaspazlara etki ederek inhibe eder. Mitokondride por olusumuyla salinan bir
diger protein Ikincil miktokondri kokenli kaspaz aktivatorii (Smac)/DIABLO
proteinidir. Bu protein apoptozu inhibe edici proteinleri baskilayarak kaspaz yolagiyla

apoptozun 6niinii agar (EImore, 2007).

DIS YOLAK IC YOLAK Perforin/Granzim

Radyasyon, toksinler vba Yola él

|

Oliim ligandi ™
~ Perforin
Olim reseptéri = l

Mitokondriyal degisiklikler 1
l l Granzim B
Apoptozom
Adaptorler popta 1
l Kaspaz 10 aktivasyonu
\ Kaspaz 9 aktivasyonu
Kaspaz & aktivasyonu l

Kaspaz 3 aktivasyonu

|

Endonukleaz aktivasyonu ——  Kromozomal DNA'min degredasyonu

Proteaz aktivasyonu — Nuklear ve hiicre iskeletinin degredasyonu

Kromatin ve sitoplazmik kondensasyon

|

Apoptotik vezikiil olusumu

Sekil 1.9. Apoptozun li¢ mekanizmasinin 6zeti
Apoptozda Etkili Olan Genler: BCL-2 ve BAX

Apoptozda B hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) protein ailesi bir¢ok iiye icermekte ve
bu iiyeler iki gruba ayrilmaktadir. Ilk grup anti-apoptotik iiyelerden olusmakta, yapisal
ve fonksiyonel olarak BCL-2 ile yiiksek homoloji gostermektedir. Ikinci grup
proapoptotik aktiviteye sahip olup BCL-2'ye daha diisiik homoloji gostermektedir.
Antiapoptotik Tyeler ilkin integral membran proteinleri olup mitokondri dis
membraninda yer alir ve sitokrom c¢’nin mitokondriden ¢ikmasini engelleyerek Apaf-

1’e baglanmasini onler.
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Proapoptotik tiyeler saglikli hiicrede sitozolde veya hiicre iskeletinde lokalize olur.
Hiicrede 6liim sinyalini takiben antipoptotik proteinlere baglanarak onlari inhibe
ederek etkilerini gosterirler.

Bcl-2 protein ailesinin Bcl-2 'ye dizi benzerligi bakimindan izole edilen birgok
iiyesi vardir. Bu iiyelerde Bcl-2 homolog (BH) domainleri vardir bu domainlere ve
fonksiyonlarma gore ii¢ alt gruba ayrilirlar bunlar;

1. Dort BH igeren (BH1, BH2, BH3, BH4) ve anti-apoptotik aktivite gosteren
Bcl-XL ve Bel-W,

2. Ug BH igeren (BH1, BH2, BH3) ve pro-apoptotik aktivite gdsteren Bax ve Bak,
3. Sadece BH3 igeren ve pro-apoptotik aktivite gosteren Bik ve Bid’dir
(Tsujimoto, 1998).

Bag-1
Raf-1
Calcineurin

=] 204
Bel-2 subfamily BH4 BH3 BHI1 BH2
Bel-2 [T T | == ] anti-apoptotic
Bel-x, [ || | . = ] anti-apoptotic
Bel-x [ .| | B ] pro-apoptotic
Bel-w [T | = | o ] anti-apoptotic
Bax subfamily
Bax T B  pro-apoptotic
Bak [ | — | Pind ]  pro-apoptotic

Bik subfamily

Bik T T pro-apoptotic
Bid [ ] e LR e e D pro-apoptotic

Sekil 1.10. Bcl-2 protein ailesinin homologlari. Bcl-2 subfamily; BH1, BH2, BH3 ve
BH4 domainlerini igermektedir (Tsujimoto, 1998)

B-cell CLL/Lymphoma 2 (BCL-2)

B-cell CLL/Lymphoma 2 (BCL-2) geni 18. Kromozomun uzun kolunda yer
almaktadir. Ilkin B hiicreli folikiiler lenfomada kesfedilen Bcl-2’nin daha sonra
apoptozda da etkili oldugu bulunmustur. Membranda bulunan Bcl-2, mitokondride
membran potansiyelinde kayip ve membran gegirgenliginde fonksiyon bozuklugunun
meydana gelmesiyle mitokondriden salinan sitokrom ¢ ve Apoptoz indiikleyici faktor
(AIF)’in etkisinin mitokondrideki bu bozukluklari engelleyerek Onlemektedir

(Elmore, 2007).

20



pllae S
pil.31 5
pll.23
pll.22
pll.21
pll.d
qli.d
ql1.2
qlz.1
qlz.2
qlz.3
G211
41,2
G213
qe1.32
421,33
g2z
4222
4223

23

><
|
|
|

Sekil 1.11. BCL-2 geninin kromozomal lokasyonu (BCL2 Gene, tarih yok)

BCL2 Associated X Protein (BAX)

19. kromozomun uzun kolunda yer almaktadir. BCL-2 ile BH domainlerinden
tciinii (BH1, BH2, BH3) barindirarak yiiksek homoloji gostermektedir. BCL-2 ile
heterodimerizayon gergeklestirerek proapoptotik fonksiyon gosterir. Sitoplazmada
bulunan apoptozu uyarici proteinlerden Bax ve Bak, mitokondrinin sitozole bakan
kisminda oligomer formu alarak membranda por olusumuna ve mitokondrideki Diablo
gibi apoptozu inhibe eden proteinleri baskilayan proteinlerin salinimini arttirarak

apoptozu arttirici etkisi vardir (EImore, 2007).

Chr 13

p13.3
p13.2

pl3.13
pl3.12
pl3.41
1311
§13.12
3.2

13,31
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¢13.33
ql3.41
¢13.42
413.43

plz
pll
g1l
gql2

X

Sekil 1. 12. BAX geninin kromozomal lokasyonu (BAX Gene, tarih yok)

1.7. HUCRE DONGUSU
Yeni bir hiicre meydana getirmenin tek yolu var olan hiicrenin kendini duplike

(kopyalama) etmesiyle olmaktadir. Bir hiicre, icerigini ¢ogalttigi ve sonra ikiye
boldiigii diizenli bir olaylar dizisi gerceklestirerek g¢ogalir. Okaryotlarda siirekli
boliinen hiicrelerde dongii G1 — S — G2 (interfaz) ve Mitoz seklinde tekrarlanmasiyla
meydana gelir. Her evre arasinda ‘gegis fazi’ anlamima gelen G evreleri vardir
(Vermeulen, Van Bockstaele, & Berneman, 2003). Ilk ii¢ faz olan G1 - S - G2 evreleri
dongiiniin %90’ 11 kapsamakta ve 16-24 saat siirmektedir. Mitoz boliinme evresi ise
1-2 saat siirmektedir.

G1 evresinde ¢evreden gelen sinyaller alinir eger sinyaller uygun ise biiyiime
indiiklenir. Bu evrede DNA replikasyonu i¢in hazirlik yapilir, hiicre metabolik olarak
aktiftir ve hiicre boyutunda artis goriiliir. Sentez (S) evresinde, ¢ekirdekteki DNA ve
mitoz fazinda DNA’nin ayrilmasini saglayacak olan sentrozom kendi kopyasini
sentezleyerek iki katina ¢ikar. Ikinci gegis faz1 olan G2 evresinde hiicre hacimce biraz

daha biiyiir ve mitoz i¢in protein sentezi ve organel diizenlenmesi goriiliir. Bu ii¢
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evreye birden ‘interfaz’ evresi denir. Bu evrelerin disinda ekstraseliiler alandan
cogalma uyaris1 gelmedigi i¢in dinlenme fazi adi verilen GO evresinde hiicreler
metabolik olarak aktiftir ancak ¢gogalmamaktadir. Bu evrede ¢ogalmadan giinler, aylar
hatta yillarca kalabilir.

Mitoz evresi profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bes
asamadan olusur. Mitozda, kromozomlarda yogunlagma, hiicre zarinda pargalanma,
sentrozomlarda zit kutuplara c¢ekilme, mitotik ig olusumu, kromozomlarin zit

kutuplara ¢ekilmesi ve son olarak sitokinez meydana gelerek iki hiicre meydana gelir

G, kontrol noktasi

M kontrol noktasi

Hiicre
Biiylimesi

Hiicre
DNA Biiyiimesi
Sentezi

G kontrol noktasi

Sekil 1.13. Hiicre dongiisiiniin evreleri ve kontrol (OpenStax College, 2018)

Hiicrenin, hangi hiicre dongiisii evresinde oldugunu anlamamiz i¢in gesitli
yollar vardir. Bunlardan en kolay1 151k mikroskobu altinda ¢ogalan hiicreler yuvarlak
sekilli goriilmektedir ancak bu bize hangi evrede oldugunu gostermez. Ddngliniin
evresi hakkinda ipucu bulabilecegimiz bir diger yontemde DNA’ya baglanan floresans
boyalar (mitozdaki kromozom yogunlasmasini gosterir) veya antikorlar kullanilarak
mikrotubuller gibi (mitotik ig olusumunu gdsterir) spesifik hiicre bilesenlerini gosterir.
Sentez fazini1 goriintiileyebilmek i¢in timin analogu olan bromodeoksiiiridin (BrDU)
kullanilir. Cogalma gergeklesiyor ise BrDU ile muamele edilmis hiicreler anti-BrDU
antikoru ile boyandiginda mikroskop altinda renkli goriilecektir. Bir bagka yontemde
DNA igerigini Olgerek yapilir. Bagka bir yontemde, sentez fazinda DNA igerigi iki
katina ¢iktigindan ayirt edici bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yaklagimda
DNA'’ya baglanan floresans boyalar kullanilir ve flow sitometri kullanilarak hizli ve

otomatik sonug elde edilmis olur.
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Sentez faz1 oncesinde yer alan G1 kontrol noktasi, mitoz fazi dncesinde yer

alan G2 kontrol noktas1 ve metafazin sonunda bulunan kardes kromatidlerin dogru bir
sekilde ig iplik¢iklerine baglandigin1 belirleyen mitoz kontrol noktasi hiicre
dongiistiniin ‘kontrol noktalar1’ olup iki sekilde kontrol edilmektedir.
Birincisinde; hiicre dongiistiniin kontroliiniin merkezinde °‘siklin bagimli kinaz
(SBK)’lar olarak bilinen protein kinaz ailesi yer almaktadir. SBK’lar adindan da
anlasilacagi tizere aktiviteleri i¢in bir diger protein olan ‘siklinlere’ ihtiya¢ duyarlar.
Siklin/SBK  kompleksi bir araya geldiginde kinaz aktiviteleriyle proteinleri
fosforilleyerek hiicre dongiisiinii kontrol ederler.

Hiicre dongiisiiniin en uzun evresi olan G1 evresinin basinda D tipi siklinler
(D1, D2, D3) cdk4 ve cdk 6 ile baglanir, G1 evresinin sonuna dogru S evresine geciste
E tipi siklinler cdk?2 ile baglanti kurar. G2 evresinden M evresine gegis siklin A’lar
cdk 1 ile baglanti kurarak dongiiyii ilerletirler. Siklinler, SBK’lar ile kompleks
olusturduklar1 zaman aktive olmalar1 i¢in fosforilasyon gecirirler. Fosforilasyon
sonucu aktive olan kompleks kinaz aktivitesi ile diger proteinleri fosforilleyerek hiicre
dongiisiinii ilerletir. Bu kompleks hiicre dongiistiniin pozitif diizenleyicileridir.

Ikinci kontrol ydntemi dongiiniin negatif diizenleyicileridir. Rb, p53 ve p21°genomun
gardiyanlar1’ olup en 6nemli negatif diizenleyicilerdir. Birincil olarak G1 evresinde
aktiflerdir. DNA’da hasar meydana geldiyse bu genler dongiiyli durdurur, hiicre
tutukluga ugrar ve DNA hasar mekanizmasinda gorevli enzim ve proteinler ile DNA
tamirini saglamaya calisir. Eger DNA tamir edilemez ise hasarli kromozomlarin S

evresine gecip iki katina ¢ikmasini 6nlemek i¢in apoptozu indiikler.
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1.8. KLINIK DENEMELERDE MEZENKIMAL KOK HUCRELER
Preklinik calismalarla birlikte MKH’ler birgok hastalikta giiclii bir etkisi

oldugu bilinmektedir (Wang, Qu, & Zhao, 2012). Clinical trialsa kayitli farkli fazlarda
(faz I, faz I vb.) yaklasik 463 ¢alisma bulunmaktadir (ClinicalTrials.gov, tarih yok).

Ulcerative
colitis, 2
Parkinsch
disease, 2
Alzheimer

disease, 4
osteogenesis
imperfecta, 4 / Muscular
dystrophy, 7

Respiratory
disorders, 21

Kidney failure,
15

Spinal cord injury,
15

Aplastic
anemia, 5

Skin diseases, 13

Sekil 1.14. ClinicalTrials’a kayithh Mezenkimal Kok Hiicre temelli tedavi uygulanan
yaygin hastaliklar. (Ullah, Subbarao, & Rho, 2015)

Kiiltiirde ¢ogaltilmis MKH’ler ile yapilan ilk klinik deneme 1995 yilinda 15
hastada otolog kullanim ile gergeklestirilmistir. Graft versus host hastaligi (GVHH),
allojenik hematopoietik kok hiicre transplantindan sonra donorun T-hiicrelerinin
aliciya kars1 immun reaksiyon gelmismesi sonucu olusan diisiik sag kalim orani olan
bir hastaliktir. Gegtigimiz on yilda MKH’lerin immun sistemi diizenleme
fonksiyonlar1 sayesinde GVHH’da gbze ¢arpan bir tedavi yontemi olarak
diisiiniilmektedir. Le Blanc K. ve arkadaslar1 ilk kez GVHH i¢in MKH uygulamislar
ve carpict sonuglar elde etmislerdir. 2006’da Ringden O ve ark. yaptig1 ¢alismada 8
GVHH hastasina MKH uygulanmis ve sekiz hastanin altisinda akut GVHH’nin
ortadan kalktig1 16 kontrol hastasina gore yasama oranlarinin ytikseldigi goriilmiistiir.
Tedavi seceneklerinin ilerlemesine ragmen, iskemik kalp hastalig1 ve konjestif kalp
yetmezIligi, morbidite ve mortalitenin baslica nedenleri olmaya devam etmektedir.
Kalp hasar1 meydana getirilmis deneysel hayvanlarda MKH’lerin sistemik veya lokal

uygulamasinda miyokard enfarktiisiiniin tamirinde diizelme goriilmiistiir. Yapilan bir
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pilot calismada, akut miyokard enfarktiisiiniin baslamasindan sonraki 12 saat i¢cinde
primer perkiitan koroner miidahale geciren altmis dokuz hastada, otolog kemik iligi
MKH uygulanmis hastalarda MKH'lerin sol ventrikiil fonksiyonunu énemli 6lgiide
iyilestirdigini gostermistir. Karaciger sirozu bir¢ok konik karaciger hastaligin nihai
evresidir. Yapilan bir Faz I ¢alismasinda MKH’ler kisith sayida karaciger sirozu olan
hastalara tedavi amacli denenmis olup perifer damardan otolog MKH uygulanmustir.
Takip sirasinda hastalarda herhangi bir yan etki goriilmemistir ve takip sonunda dort
hastanin yasam kalitesinde artis goriilmiistiir. Serebral Palsi (SP), gelisen fetal veya
infant beyninde meydana gelen hareket ve durus gelisiminde aktivite sinirlandirmasina
neden olan ilerleyici bir hastaliktir. 2015°te Zhang ve ark. larinin yayinladigi bir vaka
raporunda, 6 aylikken norogelisimsel gecikme nedeniyle SP tanist konmus hastaya iki
yasina kadar Gobek Kordon Kami MKH’leri uygulanmig ve SP kriterlerinden
bir¢ogunun hasta 5 yasinda iken ortadan kalktigi goriilmistir (Wang, Qu, & Zhao,
2012).

1.9. 1Y1 URETIM UYGULAMALARI
Kok hiicre tedavisinin temel amaci, kok hiicre karakteristigini koruyabilirken

kok hiicre etkinligini maksimuma ¢ikarmak ve bunu yaparken de verilen hiicresel
ilacin giivenilirligini saglamaktir. ‘Hiicre Tabanli Tibbi Uriinler’ terimi, insanlar i¢in
dokular, hiicreler veya genlere dayali iirlinler olarak tanimlanmaktadir. Bu iiriinlere,
otolog, allojenik ve ksenojenik hiicrelerden iiretilmis olanlar ve bunlara ek olarak aktif
bir maddeden veya ham bir materyalden elde edilmis hiicresel olmayan pargalar da
(yap1 iskeleleri, matrisler gibi) dahildir. Hiicre Tabanli Tibbi Uriinler farmakolojik,
immiinolojik veya metabolik bir etki yoluyla hastaliklarin tedavi edilmesi veya teshis
edilmesi i¢in tasarlanmistir. Hiicresel tedavi tibbi iriileriyle iliskili uygulanacak her
prosediir Good Manufacturing Practices (GMP) yani tiirkge anlami ile Iyi Uretim
Uygulamalar1 laboratuvarlar1 olan tesisleri gerektirmektedir. Bu tesislerde, ham
iirliniin tesise girisi, liretim alaninda islenmesi, son {iriiniin hazirlanmast, kalite kontrol
testlerinin tamamlanmasi ve paketlenerek tesisten ¢ikigi yapilmaktadir (Dietz, Padley,
& Gastineau, 2007). Tesisler Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumunun yayinladig
‘Beseri Tibbi Uriinler Imalathaneleri Iyi Imalat Uygulamalar1 (IIU) Kilavuzu’na gére

kurulmalidir.
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Iyi Uretim Uygulamalar i¢in gerekli olan maddeler;
Uygun kalifiye ve egitimli personel,

Uygun tesis ve alan,

Uygun ekipman ve hizmetler,

Dogru materyal, kaplar ve etiketler,

Farmasotik Kalite Sistemi uyarinca onaylanmis prosediirler

saglanmalidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Liv Hospital Rejeneratif Tip ve Kok Hiicre Merkezi ve Istinye
Universitesi Genetik Tan1 Merkezi’nde ortaklasa gergeklestirilmistir.

Tablo 2. 1. Caligsma siiresince kullanilan kimyasal bilesenler

KULLANILAN KIMYASALLAR KATALOG NUMARALARI
HUCRE KULTURU

NutriStem XF bazal besiyeri Biological Industries - 05-200-1A
NutriStem XF Supplement Biological Industries - 05-201-1U
Fosfat Tamponlu Salin (Ca, Mg | Gibco - 14190342

icermeyen) dPBS 1x

Tripsin Biological Industries - 03-054-1B
Human Serum AB Plasma Seracare - 1810-0001

Penisilin Streptomisin Biological Industries - 03-031-1B
FLOW SITOMETRI

Human MSC Analysis Kit icerigi; BD — 562245

PE hMSC Negative Cocktail 51-9007661

PE hMSC Isotype Control Negative | 51-9007662

Control

hMSC Isotype Control Positive Cocktail | 51-9007664

FITC Mouse Anti-Human CD90 51-9007657

PE Mouse Anti-Human CD44 51-9007656

APC Mouse Anti-Human CD73 51-9007649

PerCP-Cy™S5.5 Mouse Anti-Human | 51-9007648

CD105

RNA IZOLASYONU

RNeasy Plus Mini Kit icerigi; QIAGEN - 74134

Gdna elimination spin columns QIAGEN - 74134

Rneasy spin columns QIAGEN - 74134

Koleksiyon tiipleri (1,5 ml) QIAGEN - 19201

Koleksiyon tiipleri (2 ml) QIAGEN - 19201

Buffer RLT Plus QIAGEN - 1053393
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Buffer RW1 QIAGEN - 1053394

Buffer RPE QIAGEN - 1018013

RNaz igermeyen su QIAGEN - 129112
B-Mercaptoethanol Gibco — 21985-023

¢DNA SENTEZI

RT? First Strand Kit icerigi; QIAGEN - 330404

Buffer GE QIAGEN - 330404

5x Buffer BC3 QIAGEN - 330404

Control P2 QIAGEN - 330404

RE3 Reverse Transkriptaz Mix QIAGEN - 330404

RNaz icermeyen su QIAGEN - 330404
PRIMERLER

TERT QIAGEN - PPHO0995E-200
OCT4 QIAGEN - PPH02394E-200
SOX2 QIAGEN - PPH02471A-200
ZFP42 QIAGEN - PPH02395A-200
GAPDH QIAGEN - PPHO00150F-200

RT? Qpcr SYBR Green Mastermix

QIAGEN - 330501

TELOMERAZ

Telo TAGGG PCR ELISA Plus Kiti;

Roche - 12013789001

Lysis Solution

Roche - 12013789001

Reaction Mix

Roche - 12013789001

Internal Standart (1S)

Roche - 12013789001

Positive Control, low

Roche - 12013789001

Positive Control, High

Roche - 12013789001

Nuclease-free water

Roche - 12013789001

Denaturation Solution

Roche - 12013789001

Hybridization Buffer T

Roche - 12013789001

Hybridization Buffer IS

Roche - 12013789001

Washing Buffer

Roche - 12013789001

Anti-DIG-HRP Solution

Roche - 12013789001

Conjugate Dilution Buffer

Roche - 12013789001

TMB Substrate Solution

Roche - 12013789001
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Stop Solution

Roche - 12013789001

Microplate

Roche - 12013789001

KARYOTIP

A-10 Basal Medium

WISENT - 150-901-EL

A Besiyeri Supplement

WISENT - 150-910-XL

Chang Medium B

IrvineScientific - C100

Colcemid Solution

Biological Industries — 12-004-1D

Phytohemagglutinin

Biological Industries - 12-009-1H

Tripsin

Biological Industries - 03-054-1B

Serum

Capricorn — FBS11B

Penicillin-Streptomycin

Biosera - LM-A4118/100

Metanol

Merck - 1.06008.2500

Asetik Asit

Merck - 1.00056.2500

Potasyum Klorur

Duchefa Biochemie - 7447-40-7

Giemsa Merck - 1.09204.2500
Pankreatin Sigma - P3292
%0.9 Sodyum Kloriir Izotonik Cozelti Biofleks

Imersiyon yag1

Merck - 1.04699.0100

Sodium hydrogen phosphate dihydrate (A

Soliisyonu)

Merck - 1.06580.1000

Potassium dihydrogen phosphate (B Solusyonu)

Merck - 1.04873.1000

APOPTOZ FLOW SITOMETRI

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit;

BD — 556547

FITC Annexin V

BD - 51-65874X

Propidium lodide Solution

BD - 51-66211E

Annexin V Binding Buffer 10x

BD - 51-66121E

HUCRE DONGUSU TUTUKLUGU

Lympho-Paque

GENAXXON - C4754.0500

BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit; BD-340242
Buffer Solution BD-340242
Solution C BD-340242
Solution B BD-340242
Solution A BD-340242
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Tablo 2.2. Calisma siiresince kullanilan cihazlar

CIHAZLAR MARKA / MODEL

Santrifuj Thermo Scientific / Thermo SL16R
Santrifuj Thermo Scientific / MICROCL 17

Laf kabini Thermo Scientific / HeraSafe KS
Inkubator Thermo Scientific / HeralCell HC 240i
Mikroskop Olympus / 1X73

Mikroskop Zeizz | AXIO Imager.M2

Hiicre Sayim Cihazi

Beckman Coulter / Vi-CellXR

Flow Sitometri

BD / FacsCanto

Flow Sitometri

BD / FacsCalibur

RNA Olgiimii

ThermoFisher / Qubit Q33239

Termal dongii cihazi

Labcycler / SenseQuest

Real Time Cihaz1 QIAGEN / Rotor Gene Q
Vortex Stuart / SA8
Etuv Thermo Scientific / Heratherm IMH60

Termal dongii cihazi

SenseQuest / LabCycler

Spektrofotometre

Thermo Scientific / Multiscan Go

Su banyosu

Elektro-mag / M96 KP

Orneklerin Toplanmasi

Liv Hospital Kadin Dogum ve Hastaliklar1 boliimiinde, saglikli anne adayinin
“’Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu”nu okumasi ve onaylamasi halinde uzman

kigiler tarafindan alman gobek kordonu, uygun kosullarda izolasyonu

gerceklestirilerek calismaya alinmistir.
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2.1. EKSPLANT KULTUR

1. Eksplant kiiltiir icin steril laminar flow kabininde kordon, tagima
soliisyonundan pens yardimi ile alinarak cam petride kan damarlarindan ayrildi.

2. 1 cm?® boyutlarinda kiigiik parcalara ayrilda.

3. Doku pargalar1 boyuna kesi agilarak Wharton jeli olarak bilinen bag doku kismi
kiiltiir kabina bakacak sekilde 100 mm’lik petri kaplari igerisine yerlestirildi.

4. Uzerine yavasca dokular1 kaldirmadan %0,5 100 U/ml Penisilin ve 100 pg/ml
Streptomisin, %2 Human AB Serum, %0,6 NutriStem MSC XF Supplement ile
hazirlanan NutriStem MSC XF besiyeri eklendi.

5. Hiicreler %5 CO02igeren 37 °C’lik inkiibatore kaldirildi.
6. 72. saatte kontaminasyon ve hiicre kontrolleri yapildi.
1. Her 4 giinde bir besiyeri degisimi yapildi.

8. 11. Giinde hiicreler yaklasik %80 konfluent durumuna ulastiginda Gobek
kordonu eksplantlar1 atildi ve pasajlama islemi gerceklestirildi. izole edilmis ve
cogaltilmis hiicrelerin morfolojisi inversiyon mikroskobunda gézlemlendi.

2.1.1. Alt Kiiltiir (Pasaj)

1. %80 konfluent olan hiicrelerde pasajlama islemi i¢in ilk olarak besi yeri
petriden tamamen uzaklagtirildi.

2. Petrilerin yiizeyi kaplayacak kadar PBS ile yikandi1 PBS ¢ekilerek atildi.
3. Uzerine dnceden 1sitilms olan tripsin/EDTA yiizeyi kaplayacak kadar eklendi.

4. 3 dakika inkiibatér icerisinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi mikroskop altinda gozlendi.

5. Tilim hiicreler human AB serum ile ¢ekilerek 50ml falkon tiipii i¢ine toplanda.
6. 400g’de 5 dakika santrifiij yapildi. Supernatant pipet ile ¢ekilerek atildi.
7. Pellet 10 ml besiyeri ile sulandirild1 ve sayim yapildi.

8. Hiicre sayisi/canlilik analizi ViCell XR cihazinin tripan mavisi teknigiyle
yapild1 ve uygun kiiltiir kaplarina ekimi yapildi. Bu islem 6. Pasaja kadar devam etti.
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2.2. AKIM SITOMETRI ANALIiZI

Farkli pasajlardan (P2, P4 ve P6) tripsin ile kaldirilmis hiicreler, 2000 rpm’de 3 dk
santrifiij edildi her pasaj icin 1x10° hiicre elde edildi, siipernatant uzaklastirilda.

1. Pellet tizerine 300 ul PBS eklendi.
2. Pozitif, negatif ve kontrol olmak {izere ii¢ sitometri tiipii hazirland.
3. Her sitometri tiiptine 100 pl olacak sekilde hiicreler paylastirildi.
4. Antikorlar;
Pozitif tiip: 5 pl CD90 + 5 ul CD44 + 5 ul CD73 + 5 ul CD105
Negatif tiip: 20 pl Negatif Cocktail (CD34, CD45, CD11b, CD19, HLA-DR)

Kontrol tiip: 20 pl Isotype Control Positive + 20 pl Isotype Control Negative
eklendi.

5. Tipler vortekslendi.

6. Tiipler karanlikta oda sicakliginda 30 dk inkube edildi. HI0I
7. Inkubasyon sonrasinda tiiplere 2 ml Cell Wash eklendi.

8. Tipler 300g’de 5 dk santrifiij edildi.

9. Supernatant atildi, pellet 300 pl Cell Wash ile sulandirildi FacsDIVA
programinda analizi yapildu.

2.3. RNA iIZOLASYONU

1. Farkli pasajlardan (P2, P4 ve P6) tripsin ile kaldirilmis hiicreler, 400 g’de 5 dk
santrifiij edilerek 2x10° hiicre elde edildi, siipernatant uzaklastirild.

2. Hiicre pelletine 500 pl Buffer RLT eklendi 30 saniye vortexle homojenize edildi.

3. Homojenize lizatlar 2 ml tiipe yerlestirilen gDNA ayristirict doniis kolonundan
gecirildi.

3.30 saniye 10.000 rpm’de santrifiijlendi gDNA ayristirict doniis kolonu atild1 tiipe
350 ul %70’lik etanol eklendi pipetaj yapildi.
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4. 700 pl 6rnek yeni bir 2 ml tiipe yerlestirilen RNeasy doniis kolonuna aktarildi.
10.000 rpm’de 15 sn santrifiijlendi. Altta bulunan 2 ml tiip atilds.

5. Kolon yeni bir 2ml tiipe alind1 iizerine 700 ul RW1 eklendi. 10.000 rpm’de 15 sn
santrifiijlendi. Altta bulunan 2 ml tiip atild1.

6. Kolon yeni bir 2 ml tlipe alindi tizerine 500 pul RPE eklendi. 10.000 rpm’de 15 sn
santrifiijlendi.

7. Kolon yeni bir tiipe alinmadan sadece iizerine tekrar 500 ul RPE eklendi. 10.000
rpm’de 2 dk santrifiijlendi.

8. Kolon yeni bir 2 ml tiipe alind1 1 dk son hizda santrifujlenerek kurumasi saglandi.

9. Kolon 1,5 ml ependorf tiipiine koyuldu. Uzerine 45 ul RNaz igermeyen su eklendi
kapagi kapatildi 10.000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve RNA izolasyonu ger¢eklestirildi.

RNA o6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit®2.0
Fluorometer [Invitrogen/Molecular Probes] kullamldi. Qubit cihazinin 6l¢iim alanina
kitle gelen standartlar (standart 1 ve standart 2) okutularak RNA miktar1 ng/ul olarak
oOlgiildii. Farkli pasajlardaki total RNA miktar1 yapilan olgtimler sonucunda cDNA
sentezi i¢in 0.8 pg olarak kullanildi.

2.4, KOMPLEMENTER DNA (CDNA) SENTEZI

Kit igerisinde bulunan malzemeler ¢6ziildii kisaca vortexlendi.
Her bir RNA 6rnegi i¢in DNA eliminasyon miksi asagidaki tabloya gore hazirlandi.

Tablo 2.3. DNA climinasyon miksi hazirlama

Malzemeler Hacim
RNA 7 ul (8ug)
Buffer GE 2 ul
RNaz icermeyen su 1 ul

Total Hacim 10 pl

Hazirlanan miks hafifge pipetajlandi. Ornekler termal dongii cihazinda 5 dakika 42
°C’de inkube edildi. Ardindan hemen en az 1 dk buzda bekletildi. Revers-transkriptaz
miksi asagidaki tabloya gore hazirlandi.
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Tablo 2.4. Reverse-transkriptaz miksi hazirlama

Malzemeler Hacim
5x Buffer BC3 4 ul
Control P2 1 ul
RE3 Reverse Transkriptaz Mix 2 ul
RNaz igermeyen su 3ul
Total hacim 10 |

10 ul genomik DNA eliminasyon miksi igeren tiiplere 10 pl revers-transkriptaz miksi
eklendi, pipetajland1 ve asagidaki tabloya gore termal dongii cihazina konuldu.

Tablo 2.5. RT-PZR amplifikasyon iiriinii elde etme programi

Sicakhk Zaman
42 °C 15 dakika
95 °C 5 dakika

Her bir reaksiyona 91 ul RNaz icermeyen su eklendi. Reaksiyon buza
konularak PZR protokoliine devam edildi. RT-PZR’de, gen ckspreyonu {iriinii
kantitatif olarak Olglilmekte ve f{riinlerin analizi reaksiyon ger¢eklesirken
yapilmaktadir. TERT, OCT4, SOX2, ZFP42, BCL-2 ve BAX genlerinin ekspresyonu 3
tekrarli olarak ve Rt? Syber Green Master Mix (Qiagen) kullanilarak Rotor Gene Q
(Qiagen) cihaz1 ile gergeklestirildi. Gen ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklarin
hesaplanmasinda 2 AACT metodu kullanildi.

WJ-MKH’lerin pluripotensi berlitegleri olan genler i¢in 1 pM’lik TERT,
OCT4, SOX2, ZFP42 ve internal standart olarak glikolizde glukozu pargalayip
hiicresel enerjinin iiretilmesine yardimci olan Gliseraldehit 2-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) primerleri optimize edilmis halde ticari olarak alindi.

Apoptoz genleri i¢in olan BCL-2 ve BAX primerleri ticari olarak alindi.
Liyofilize halde gelen BCL-2 ve BAX primerleri sentez raporunda verilen miktarlara
gore nukleaz icermeyen su ile 100 uM’lik stoklar1 hazirlandi. Daha sonra 100 uM’lik
stoktan 1:9 oraninda seyreltilerek 10 pM’lik ¢calisma stok grubu hazirlandi.
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Tablo 2.6. Bcl-2 ve BAX genleri forward ve reverse primer dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer
Bcl-2 GGATAACGGAGGCTGGGATGCC | CCAAACTGAGCAGAGTCTT
BAX ACTGGTGCTCAAGGCCCTGTG GAGTCTCACCCAACCAC

TERT, OCT4, SOX2, ZFP42 ve GAPDH genleri i¢in asagidaki tabloda bulunan PCR
icerikleri hazirlandi:

Tablo 2.7. TERT, OCT4, SOX2, ZFP42 ve GAPDH genleri PCR igerikleri

Malzemeler Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5 ul
¢ DNA sentez reaksiyonu 1 ul
Primer (1 nM) 1 ul
RNaz Icermeyen Su 10,5 pul
TOPLAM 25 ul

BCL-2 ve BAX genleri i¢in asagidaki PCR igerikleri hazirlandi:

Tablo 2.8. BCL-2 ve BAX genleri PCR igerikleri

Malzemeler Hacim
RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 ul
cDNA sentez reaksiyonu 1 ul
Forward Primer (1 pM) 2,5 ul
Reverse Primer (1 uM) 2,5 ul
RNaz icermeyen Su 6,5 ul
TOPLAM 25 ul

Tablo 2.9. RT-PZR amplifikasyon iiriinii elde etme programi

Asama Sicakhik Zaman Dongii
Hold 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 20 saniye 40
Annealing 55 30 saniye
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2.5. TELOMERAZ AKTIVITESI

Yapilan bu test i¢in kullanilan ‘Telo TAGGG PCR ELISA Plus’ kiti RT-PZR
ve Eliza olmak iizere iki asamadan olugsmaktadir. PZR’de sentetik primer ile 3’-ucuna
biotin isaretli telomerik tekrarlarla hem internal standart hem de ornekler gogaltilir.
Eliza asamasinda olusan PZR firiinleri telomerik tekrarlara ve internal standarta
spesifik problar ile hibridize edilir. Elde edilen iiriinler biotine yiiksek afinitesi olan
streptavidin kapli plate ile immobilize edilir. Immobilize edilmis iiriinler problarmn

antikorlar1 ile konjuge edilir ve 6l¢tim yapilir.

Orneklerin Hazirlanma Asamasi
1. Test edilecek hiicreler (P2, P4 ve P6) sayildi, en az 2x10° hiicre/mL olmalidr.
2. 3000xg’de 5dk +4C’de ornekler santrifiij edildi.

3. Supernatant atildi, PBS eklenerek tekrar 3000xg’de 5dk +4°C’de ornekler
santrifiij edildi.

4, Onceden buzda sogutulmus Lysis Reagent’dan 200uL &rneklere eklendi ve
eppendorfa aktarilarak buz i¢ine koyuldu.

5. Ornekler buzda 30dk inkiibe edildi.
6. Inkiibasyon sonunda érnekler 16000g’de 20dk +4°C’de santrifiij ettirildi.
7. Santrifiij sonras1 175 pl supernatant yeni tiipe aktarildi.
Negatif Kontrol hazirlamak i¢in; Yeni tlipe aktarilan 6rneklerden 5’er pL

alinarak PCR tiipiine aktarildi termal dongii cihazinda 95°C’de 10dk sicaklik
uygulamasi yapildi.

Telomerik Tekrarlari Cogaltma Protokolu (TRAP)
Tablo 2.10. TRAP Reaksiyon igerigi

Normal Negatif Pozitif Kontrol | Blank
Ornek Kontrol
Reaksiyon 25 ul 25ul 25ul 254l
Mix
Internal 5ul 5ul 5ul 5l
Standart
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Ornek 3ul 3ul 1 pl (Low ya da |1 pul (Lysis

High Control) Reagent)
Nukleaz 17 pl 17 ul 19 ul 19 ul
igermeyen
Su

Hazirlanan PCR tiipleri termal dongii cihazina yerlestirildi ve asagidaki protokol
uygulandi.
Tablo 2.11. PZR amplifikasyon programi

Zaman Sicakhik Dongii
Primerleri 10-30dk 25°C 1,
Uzatma
Telomeraz 5dk 94°C 1
Inaktivasyonu
Amplifikasyon:
Denatiirasyon 30sn 94°C 1-30
Annealing 30sn 50°C
Polimerizasyon 30sn 72°C

10dk 72°C 1
Hold 4°C

ELIZA Asamasi
*Blank i¢in bir tiip hazirlandi.
Tlpe;
10ul Denaturasyon Reagenti1 + 2,5 pl PZR firiinii + 100 pl Hibridizasyon Buffer T
konuldu (A).
*Pozitif kontrol i¢in iki tiip hazirlandi.
1.Tipe;
10ul Denaturasyon Reagentt + 2,5 ul PZR firiinii + 100 pl Hibridizasyon Buffer T
konuldu (B).
2.Tipe;
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10ul Denaturasyon Reagentt + 2,5 ul PZR {iriinii + 100 pl Hibridizasyon Buffer IS
konuldu (C).

Yukarida hazirlanan {i¢ tiip sadece bir kez hazirland1 ve calisilacak 6rnekler igin
kontrol olarak kullanildu.

*Negatif kontrol i¢in bir tlip hazirlandi.

Tlpe;

10ul Denaturasyon Reagenti + 2,5 ul PZR iirtinii + 100 pl Hibridizasyon Buffer T
konuldu (D, D1,D2)

*Normal 6rnek i¢in iki tiip hazirlandi.

1.Tiipe;

10ul Denaturasyon Reagent1 + 2,5 ul PZR iirtinii + 100 pl Hibridizasyon Buffer T
konuldu (E, E1,E2).

2. Tipe;

10ul Denaturasyon Reagent1 + 2,5 ul PZR {iriinii + 100 pl Hibridizasyon Buffer IS
konuldu (F,F1,F2).

Her alt kiiltiir 6rnegi i¢in (P2, P4 ve P6) D, E ve F hazirlandi. Asagidaki sekilde mikro
plakaya her birisinden 100 ul dagitildi.

Tablo 2.12. Plakaya dizme diizeni

A (Blank) B(Pozitif Kontrol T) C (Pozitif Kontrol IS)
P2 D E F
P4 D1 El F1
P6 D2 E2 F2
1. Plaka 37 °C’de 2 saat 300 rpm’de inkube edildi.
2. Inkubasyon sonrasi soliisyonlar pipet ile ¢gekilerek atildi.

3. Her kuyucuga 250 pl Washing Buffer eklendi. 30 sn bekletildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi.

4. Her kuyucuga 100 pl Anti-DIG-HRP eklendi.

5. Oda sicakliginda 30 dk 300 rpm’de inkube edildi daha sonrasinda soliisyon
uzaklastirildi.
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6. Her kuyucuga 250 ul Washing Buffer eklendi. 30 sn bekletildi. Bu islem 5 kez
tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 100 pl TMB eklendi ve oda sicakliginda 15 dk 300 rpm’de
inkube edildi.

8. Her kuyucuga 100 ul Stop Reagent eklendi ve renk degisim gozlendi.

9. 10 dk sonra 450nm ve 690nm referans dalga boyunda absorbans degeri her
ornek icin okundu.

Hesaplama

Blank ic¢in;

Absorbance450-Absorbance690=S0, S0<0,1olmalidir.
Pozitif Kontrol T i¢in;
Absorbance450-Aborbance690=S-T

Pozitif Kontrol IS i¢in;
Absorbance450-Aborbance690=S-1S

(S-T) — (S0) / (S-IS)= Cikan deger;

Low control i¢in; 0,3-0,8 araliginda olmalidur.

High control i¢in; 0,9-4 araliinda olmalidir.

Ornekler i¢in;

Negatif kontrol igin;

Absorbance450-Aborbance690=S-01

Ornek T icin;

Absorbance450-Aborbance690=S-T1

Ornek IS i¢in;

Absorbance450-Aborbance690=S-1S1

[(S-T) — (S0) / (S-IS)] x 100= Cikan deger Rolatif Telomeraz Aktivitesini (RTA)

vermektedir.

2.6. KARYOTIP

Karyotip analizi, kromozomlarda meydana gelen olasi degisiklikleri
gozlemlemek i¢in yapilan genetik bir uygulamadir. Kromozom analizi yapilacak
ornekler uygun kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilir. Hiicreler yeterli konfluensiye ulastig
zaman colcemid soliisyonu eklenerek kromozomlar1 gorebilmek i¢in hiicre gelisimi

metafaz agamasinda durduralarak kromozomlar karyotip analizine hazirlanmis olur.
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1. Pellet halindeki hiicreler (P2, P4 ve P6) A-10 Basal Medium ile sulandirildi
T25 flaska (corning) ekimi yapildi.

2. Hiicreler %80 konfluent oldugu zaman her flaska 100 pl Colcemid eklenerek
inkubatdre kaldirildi ve 3 saat inkube edildi.

3. Inkubasyon siiresi sonunda medium atild flaska 1 ml tripsin eklendi
inkubatore kaldirild1.
4. Inkubasyon sirasinda; Bir siseye 3:1 metanol:asetik asit (90 ml metanol, 30

ml asetik asit) hazirlanarak -20’ye konuldu.

o. Hiicrelerin kalktig1 mikroskopta gozlendikten sonra hiicreler 15 ml falcona
toplandi.

6. Falconlar 1580 g’de 8 dk santrifujlenir.

1. Santrifiij sonras1 supernatant dipte 2 ml kalana kadar ¢ekildi ve hiicre
pelletinin {izerine 5 ml’e kadar KCl konuldu hafif bir vortex yapildi ve 15 dakika
etlivde inkube edildi.

8. Inkubasyon sonras1 6rneklere 1 ml metanol:asetik asit konuldu 1580 g’de 8
dk santrifujlendi.

9. Supernatant 1 ml kalana kadar c¢ekildi 6rnekler vortexlenirken tizerlerine
yaklasik 3 ml damla damla metanol:asetik asit eklendi vortex devam ederken tekrar
bir 1 ml hizli bir sekilde metanol:asetik asit eklendi ve 1580 g’de 8 dk santrifujlendi.

10. Bir onceki islem tekrarlandi. Yayma islemine gecildi.

YAYMA
1. Santrifuj sirasinda lamlara 6rnek isimleri yazildi.
2. Supernatant 1 ml kalana kadar cekildi.

3. 100 pl ornek pipete ¢ekildi, lam nemlendirildi ve 5-10 cm yukaridan 45°°lik
aciyla ornekler lama birakildi.
4. Lamlar kurumaya birakildi.

5. 72 °C’lik etivde 24 saat inkube edildi.

GIEMSA BANTLAMA
1. 0,20 gram pankreatin tartildi ve %0,9’luk izotonik NaCl 200 ml konularak
karistirildi. 1,5 saat 37 °C’lik su banyosunda inkube edildi.
2. Diger asamalar asagidaki tabloya gore yapild.

40



Tablo 2.13. Giemsa bantlama yontemi

1.  ASAMA

Ornekler  sepete  yerlestirildi  ve
pankreatinin bulundugu kaba koyulup 3
dk inkube edildi.

I.KAP

Kaba A ve B soliisyonundan 200 ml
konuldu. Orneklerin bulundugu sepet

daldirilip ¢ikarildi.

2. ASAMA

I1. KAP

Kapta Giemsa soliisyonu hazirlandi:
(190 ml A ve B soliisyonu) + (10 ml
Giemsa)

Orneklerin bulundugu sepet 4 dk kapta
inkube edildi.

1. KAP

Kaba 200 ml distile su eklendi ve
daldirilip cikarilarak yikama
gerceklestirildi.

Kromozomlarin incelenmesi

Kromozom fotograflar1 Imager.M2 (ZEIZZ) 1s1ik mikroskobu ile 100X

biiyiitmede OtoAKAS8 programi ile metafazlar bulunup fotograflar1 ¢ekilmis ve

relatif kromozom uzunluklart mikrometrik (um) olarak AKAS programi ile

ol¢iilmiistiir. Kromozom morfolojisinin belirlenmesinde ise ‘Insan Sitogenetik

Terminolojisi i¢in Uluslararasi Bir Sistem’ esas alinmistir. Karyotip hazirlanirken her

bir tiir icin 10 metafaz evresi kullanilmistir. Uzunluklarina gére her kromozom ¢iftinin

% degeri hesaplanmis ve otozomal kromozom ¢iftleri goreceli uzunluklarina gore

biiyiikten kiigiige dogru siralanmistir. Esey kromozomlar1 siralamanin en sonunda yer

almigtir. Karyotipler Adobe Photoshop CS3 programi kullanilarak hazirlanmistir.
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2.7. AKIM SITOMETRI ILE APOPTOZ TAYINI

FITC Annexin V kiti popiilasyonda aktif olarak apoptoza giren hiicrelerin
yiizdesini belirlemektedir. Metodun temeli apoptozun erken safhasinda hiicrelerin
membraninda asimetri kayb1 meydana gelmesine dayanmaktadir. Normal hiicrelerde,
membran fosfolipidi olan fosfotidilserin hiicrenin i¢ yilizeyine bakmaktadir ancak
apoptotik hiicrelerde i¢ ylizden dis yiize donen fosfotidilserin dis ortama maruz
kalmaktadir. Annexin V, 35-36 kDa Ca-bagimli fosfolidip baglama 6zelligi olan bir
protein olup fosfotidilserine yiiksek afinitesi vardir boylece apoptozu belirlemede
etkilidir. Propidyum Iyodiir (PI) flow sitometride canli hiicreleri canli olmayandan
ayirma da kullanilan standart bir canlilik probudur. Canli hiicrelerin biitiinligi
bozulmamis membranlar1 PI gecirmemektedir oysaki 6lii veya hasarli hiicreler
membranlar1 olmadigi veya bozuldugu i¢in PI hiicre igerisine girmektedir. FITC
Annexin V i¢in pozitif PI i¢in negatif olan hiicreler apoptozun erken sathasinda, her
ikisi i¢in pozitif olan hiicreler ge¢ apoptoz sathasinda ya da 6lii, FITC Annexin V
icin negatif PI i¢in pozitif olan hiicreler nekroze olmus ve her ikisi i¢in negatif olan

hiicreler canli hiicrelerdir.
1. Farkli pasajlardan (P2, P4 ve P6) tripsin ile kaldirilmis hiicreler sitometri
tiiplerine ml’de 1x10° olacak sekilde dagitildi hiicreler 2000 rpm’de 3 dk

santrifujlendi.

2. Annexin Binding Buffer asagidaki sekilde tiiplere dagitildi

J=0 00 0

400 pl

Kontrol 20p1 PI 20l 'zﬂn Wl Annexin +20
. . . PI
Binding Buffer . - Annexin
100 ul BB +
100 ul BB 100 il BB
100 ul BB

Sekil 2.1. Flow Sitometri yontemi ile apoptoz analizi deney semasi
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3. Tiipler vortekslendi ve 20-30 dk karanlikta inkubasyona birakildi.
4. FacsCalibur Flow sitometri cihazinda CellQuest Pro programiyla analizi

yapild.

2.8. AKIM SITOMETRI iLE HUCRE DONGUSU

Bu methodda farkli boyalarla boyanmis normal (insan mononukleer hiicreleri)
ve karsilastirilacak diger hiicrelerinin akim sitometrik analizi, varsa anormal DNA
icerigini tanimlamak ve bu DNA indeksinin (DI) hiicre dongiisii faz dagilimlarim
belirlemek i¢in kullanilir. Hiicre dongiisiintin G1, S ve M evrelerinde hiicre dagilimi
farkli oldugundan DNA igerigi ile hiicrenin hangi evrede oldugunu anlamamizi da
saglamaktadir. Kit ile iyonik olmayan deterjanlarla hiicre membran1 parcalanir, hiicre
iskeleti ve ¢ekirdek proteinleri tripsin ile ortadan kaldirilir, hiicresel RNA enzimlerle
sindirilir ve poliaminlerle nuklear kromatin stabilize edilir. Propidyum iyodiir (PI) ile
boyanan DNA igerigi 6l¢iimii flow sitometri cihazinda (FacsCalibur), CellQuest Pro
programut ile yapilmaistir.

Buffer Solusyonu: Sodyum sitrat, Sukroz ve Dimetilsulfoksit (DMSO)
icermektedir. Solusyon A: Hiicre iskeleti ve hiicre membranini pargalamak i¢in tripsin
icermektedir. Solusyon B: Tripsini inhibe eder ve icerdigi Ribonukleaz A ile RNA’y1
sindirir. Solusyon C: Propidyum Iyodiir (PI) ile DNA’ya baglanir.

1. Tripsin ile kaldirilmis hiicrelerin (P2, P4 ve P6) {izerine 100 pul buffer eklendi
pipetaj yapildi.

Tlm tiiplere;

2. Solusyon A’dan: 250 ul eklendi. 10 dk karanlikta inkubasyon.

3. Tlm tiiplere;

Solusyon B’den: 200 pl eklendi. 10 dk karanlikta inkubasyon.

4, Tlm tiiplere;

Solusyon C’den: 200 pl eklendi. 10 dk karanlikta inkubasyon.
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3. BULGULAR

3.1. INSAN GOBEK KORDONUNDAN KOK HUCRE iZOLASYONU

Liv Hospital Kadin Dogum Hastaliklar1 biriminde gerekli bilgilendirmenin
yapildig1 ve yazili onamin alindigi sagliklik anneden uzman hekim tarafindan alinan
gobek kordonu Liv Hospital Rejeneratif Tip ve Kok Hiicre Laboratuvarina steril
kosullarda getirildi ayn1 gilin izolasyon islemine alindi. Eksplant kiiltlir yontemi ile
gbbek kordonunun Wharton jeli boliimiinden 9.giinde hiicreler ¢ikmaya basladilar. 16.
Giinde %80 konfluent olan hiicreler bulunduklari kaptan enzim yoluyla kaldirilarak alt
kiiltiirlere gegildi. Alt kiiltiir islemi pasaj 6’ya kadar devam etti. Hiicrelerin ¢ogalma
asamalar1 inversiyon mikroskop altinda diizenli olarak takip edildi. Her ii¢ pasajda da

morfolojik goriintiilerini koruduklar1 gézlendi.

Sekil 3.1. Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin Pasaj 2 morfolojik
goriintlisli. Boyut cubuklari: 200 pm
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Sekil 3.2. Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin Pasaj 4 morfolojik
gortintiisii. Boyut ¢ubuklari: 200 pym

Sekil 3.3. Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin Pasaj 6 morfolojik
goriintlisii. Boyut ¢ubuklari: 200 pm
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3.2. AKIM SITOMETRI iLE YUZEY BELIRTEC SONUCLARI

Akim sitometri teknigi hiicre popiilasyonunun fiziksel ve kimyasal
karakteristik Ozelliklerini saptama, hiicre sayimi, miks bir popiilasyonda spesifik
hiicreleri se¢ebilme, biyobelirtegleri saptama ve kan kanserlerinde teshis gibi bir¢cok
alanda kullanilmaktadir. Akim sitometri cihazinin ¢aligma prensibi kisaca siispanse
hale getirilmig hiicre veya partikiil toplulugu lazer isinlarinin i¢inden gegerken
hiicrelerden sapan lazer 1sinlar1 (Side-scattered light) ve hiicreler tarafindan yayilan
floresan 1sinlar bir araya getirilir, optik filtreler ve aynalarla farkli dalga boylarina
ayrilarak analog sinyallare donistirilirler. Bu  sinyaller dijitallestirilerek,

histogramlar olarak ekrana aktarilir.

Human MSC Analysis (BD) kiti kullanilarak her bir pasaj i¢in ii¢ ayr1 6rnegin
akim sitometri analizi yapilmistir. Asagida verilen Sekil 3.4., 3.5. ve 3.6.’da her
pasajin dot plot ve histogram goriintiileri bulunmaktadir. Ayrica Tablo 3.1°de her bir

pasaj i¢in yapilan 6l¢iimiin sonuglart mevcuttur.
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Sekil 3.4. P2 Dot plot ve histogram sonucu
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Sekil 3.5. P4 Dot plot ve histogram sonucu
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Sekil 3.6. P6 Dot plot ve histogram sonucu
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Tablo 3.1. ve 3.2.’de goriildiigii gibi ISCT’ nin mezenkimal kok hiicreler igin
ylizey belirtecleri kosulu olan pozitif belirtecler icin (CD90, CD44, CD105 ve CD73)
%95°ten yiiksek negatif belirtecler igin (CD34/CD11b/CD19/CD45/HLA-DR)
%?2’den diisiik veriler elde edilmesi kosulu bu ¢alismada ileri pasajlar i¢in saglanmaistir.
CD44, CD105 ve CD73 igin pasaj numarasi pozitif belirteclere etki etmezken CD90
pasaj numarasindan etkilenmistir. Negatif belirtecler i¢in de pasaj numarasiyla ilgili
bir etkilenme sdz konusu degildir. U¢ okuma sonucunda elde edilen ortalama
ekspresyon degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.1. P2, P4 ve P6 Akim Sitometri Pozitif Yiizey Belirte¢ Paneli Sonuglari

OLCUM 1

CD90 CD44 CD105 CD73
P2 88,1 97,1 99,8 100
P4 98,4 98,3 98,8 100
P6 100 100 99,9 100

OLCUM 2

CD90 CD44 CD105 CD73
P2 88,3 97,3 99,5 99,9
P4 99 98 98,6 100
P6 99,8 99 99,7 99,9

OLCUM 3

CD90 CD44 CD105 CD73
P2 88 96,9 99,7 99,8
P4 98,5 98,5 98,9 100
P6 100 99,8 99,5 100
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Tablo 3.2. P2, P4 ve P6 Akim Sitometri Negatif Yiizey Belirte¢ Paneli Sonuglar1

OLCUM 1
CD34/CD11b/CD19/CD45/HLA-DR
P2 0,6
P4 0,2
P6 0,1
OLCUM 2
CD34/CD11b/CD19/CD45/HLA-DR
P2 0,6
P4 0,2
P6 0,2
OLCUM 3
CD34/CD11b/CD19/CD45/HLA-DR
P2 0,5
P4 0,2
P6 0,2

Bu veriler kullanilarak Sekil 3.7.’de gosterilen grafik verileri elde edilmistir.

Bu veriler dikkate alinarak ilerleyen pasajlarda MKH belirteci olan CD90 ve CD44’de

ekspresyon artarken CD105 ve CD73’de 6nemli bir degisim gozlemlenmemistir.

102
100
98
96
94
92
90
88
86
84
82

Okunan Yuizde Deger (%)

mP2
mP4
= P6

CD90 CD44 CD105 CD73
Yiizey Belirteci Tipi

Sekil 3.7. Ug farkl pasajda pozitif yiizey belirteclerinin karsilastirilmasi
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3.3. RT-PZR SONUCLARI

fleri pasajlarda stemness genleri (OCT-4, SOX2, ZFP42 ve TERT),
antiapoptotik (BCL-2) ve proapoptotik (BAX) genlerinin mRNA ifadelerinde
degisiklik olup olmadigini gormek icin floresan boya olarak SyberGreen’in
kullanildig1 ¢ tekrarli RT-PZR yapildi. RT-PZR’da floresan sinyal miktari
gozlemlenebilmesi igin gereken esik degerini gectigi nokta olan Ct degerleri Tablo
3.3.”de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da {i¢ tekrarli ¢alisilan genlerin Ct degerleri

P2 P4 P6
TERT 33,39 32,24 31,22
TERT 33,13 32,04 31,77
TERT 31,93 31,87 32,68
OCT-4 29,36 26,6 29,15
OCT-4 27,57 27,54 28,33
OCT-4 29,84 27,5 29,27
SOX2 32,26 31,58 31,75
SOX2 32,74 31,68 31,85
SOX2 33,15 28,28 29,8
ZFP42 29,24 28,67 31,46
ZFP42 28,49 28,78 29,98
ZFP42 28,54 28,14 30,31
BCL-2 25,68 26,18 24,35
BCL-2 26,39 26,01 26,07
BCL-2 26,48 26,03 25,14
BAX 27,24 26,28 25,25
BAX 26,61 26,12 24,98
BAX 27,12 26,12 25,52
GAPDH 23,59 21,38 21,62
GAPDH 23,04 20,41 20,92
GAPDH 23,59 19,88 20,92
BLANK 0 0 0
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Hedef genlerin Ct degerlerinin ortalamasi ile Internal standardm Ct
degerlerinin ortalamasinin arasindaki fark ile Delta-ct degerleri bulunmustur. Delta-
Delta Ct ile ornekler arasindaki rolatif kat degisimi bulundu. Bu veriler, asagida
bulunan tablo 3.4.”de 6zetlenmistir.

Tablo 3.4. Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da Rolatif gen ifadelerinin yiizde degerleri

P2 P4 P6
TERT 0,15 0,03 0,06
OCT-4 2,18 0,99 0,46
SOX2 0,16 0,10 0,10
ZFP42 2,45 0,40 0,14
BCL-2 14,59 2,18 6,11
BAX 8,34 1,87 5,84

Stemness genleri i¢in P2, P4, P6’da clde edilen sonuglar Sekil 3.8.’de verilen
grafikte agiklanmistir. Bu veriye gore test edilen genler (TERT, OCT-4, SOX2, ZFP42)
ilerleyen pasajlarda daha diisiik ifade gostermistir. Ancak TERT i¢in pasaj4, pasaj 6’ya
gore daha diisiik ifade gostermistir.

3
2,5

2
15
1
0,5 I
o wm_ - ]

TERT OCT4 SOX2 ZFP42
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Sekil 3.8. Ug farkli pasajda pluripotensi genlerinin rolatif gen ifadelerinin

karsilagtirmast

Bir diger parametre olan apoptoz genleri BCL-2 ve BAX P4’te diger pasajlara gore
daha dengeli seviyelerde bulunmustur. Bu durum Sekil 3.9.°daki grafikte

aciklanmustir.
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Sekil 3.9. Ug farkl1 pasajda apoptoz genlerinin rolatif gen ifadelerinin karsilastirmasi

3.4. TELOMERAZ AKTIVITESI SONUCLARI

P2, P4 ve P6 i¢in yiiriitiilen telomeraz aktivitesi testi sonuglar1 Tablo 3.5.’de
verilmistir.

Tablo 3.5. Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da rolatif telomeraz aktivitesi (RTA) sonuglar1

KONTROL VERILERININ DEGERLENDIRILMESI
NEGATIF KONTROL 0,09

POZITIiF KONTROL 0,5

ORNEKLERIN RTA VERILERI

P2 9289 + 51,90

P4 5253 + 109,2

Po 126.1 + 3,517

Negatif kontrol 6rnegi, kitin Onerisi tizerine 0,1’den kiigiik olmalidir. Tablo
3.5.°de goriildiigii lizere kontrol verisi bu degerin altinda saptanmustir. Pozitif kontrol
ise kitte verilen low kontroliin kullanilmasi nedeniyle 0,3-0,8 araliginda beklenmis ve
0,5 verisi elde edilmistir. Bu sonuglar testin dogru ¢alisildigini ispat etmektedir.

P2, P4 ve P6 ornekleri icin elde edilen RTA degerleri, artan pasaj numarasina oranla

diisiis gostermistir. Bu beklenen sonug, pasaj numarasi artist ile kok hiicre
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ozelliklerinin de artig gosterdigini, kanserlesme vb bir doniisiim s6z konusu olmadigini

gosterir.

3.5. KARYOTIP SONUCLARI

Yapilan kromozom analizinde ii¢ farkli pasajda da herhangi bir kromozom

analizine rastlanmamustir.
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Sekil 3.10. P2 Karyotip Sonuglari
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Sekil 3.11. P4 Karyotip Sonuglari
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Sekil 3.12. P6 Karyotip Sonuglari

3.6. AKIM SITOMETRI iLE APOPTOZ SONUCLARI

Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6 i¢in akim sitometri yontemi ile ii¢ tekrarli 6lgtim
yapilmis ve 10000 hiicre sayilmasiyla sonuglarin yilizde ortalamasi Tablo 3.6.’da

verilmistir.

Tablo 3.6. P2, P4 ve P6 Akim Sitometri Apoptoz Sonuglari

Canh Erken Apoptoz | Geg¢ Apoptoz Nekroz
P2 80,1 2,3 3,5 13,9
P4 86,5 0,8 3,5 8,7
P6 82,5 1,3 3,8 12,3

Bu veriler kullanilarak hazirlanan Sekil 3.13.’de bulunan grafikte goriildigi
iizere en yiiksek canli hiicre ylizdesi P4’te, en diisiik erken apoptoz evresinde olan
hiicre yiizdesi P4’te, en diislik ge¢ apoptoz evresinde olan hiicre yiizdesi P2 ve P4’te

esit ve en diisiik nekroze olmus hiicre ylizdesi P4’te edildi.
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Sekil 3.13. Pasaj 2, Pasaj 4 ve Pasaj 6’da Apoptoz Degerlerinin Karsilastirilmasi

3.7. AKIM SITOMETRI ILE HUCRE DONGUSU SONUCLARI

Sekil 3.14°te her pasaj i¢in ii¢ tekrarli yapilmis 6l¢iim sonuglarindan birer

ornek eklenmistir.
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Sekil 3.14. P2, P4 ve P6’nin akim sitometri histogram goriintiileri

1000

Her pasaj icin Ol¢lim sonuglariin ortalamast Tablo 3.7.’de yer almaktadir.

Tablodaki sonuglara gore hazirlanan Sekil 3.15’te yer alan grafikte de goriildiigt tizere

GO/G1 evresi en yiiksek P4’te, Sentez fazi evresi en yiiksek P6’da ve G2/M evresi en

yiiksek P6’da goriilmektedir.
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Tablo 3.7. P2, P4 ve P6 hiicre dongiisii evrelerinin yiizde degerleri

GO0/G1 S G2/M
P2 44,57 10,14 4,31
P4 60,37 16,00 4,28
P6 48,34 12,78 7,12
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Sekil 3.15. P2, P4 ve P6 hiicre dongiisii evrelerinin karsilastirilmasi
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4. TARTISMA

1970’lerin basinda hematopoietik olmayan, morfolojisi fibroblast benzeri,
plastik kabina yapisabilme 6zellikleriyle kemik iliginde kesfedilen kok hiicreye son
yillarda klinik uygulamalarda ilgi biiylik oranda artmaktadir (Friedenstein,
Chailakhyan, Latsinik, Panasyuk, & Keiliss-Borok, 1974). Kok hiicrelerin en 6nemli
0zelligi olan farkli soylara farklilagabilme 6zellikleri onlar1 hiicresel tedavide 6n plana
cikarmaktadir (Pittenger, ve digerleri, 1999).

GK-MKH’lerinin invaziv bir islem gerektirmemesi, diger MKH kaynaklarinda
bulunmayan HLA-G6’y1 ifade etmesi (Marino, ve digerleri, 2019), diger MKH
kaynaklarina gore daha yiiksek proliferasyon 6zelligi ve yetiskin kok hiicre sinifinda
yer aliyor olsa da embriyonik kok hiicrelere benzer gen ifadesi profili sayesinde daha
avantajli bir kaynaktir (Arutyunyan, Elchaninov, Makarov, & Fatkhudinov, 2016).
Klinikte MKH uygulamas icin istenen protokoller genelde tedavi basina 20-100x10°
hiicre gerektirmektedir bu nedenle bu kadar yiiksek miktarda hiicre elde edebilmek
i¢in transplantasyondan birka¢ hafta dnce hiicreleri kiiltiirde ¢ogaltmak gerekmektedir
(Drela, Stanaszek, Nowakowski, Kuczynska, & Lukomska, 2019) ve genellikle Pasaj
3 veya Pasaj 5 kullanilmasi 6nerilmektedir (Zhao, ve digerleri, 2015) .

Ancak in vitroda MKH’lerin somatik hiicrelerde oldugu gibi yasam &miirleri
kisithdir. Cesitli ¢alismalarda gosterdigi gibi MKH’lerin uzun kiiltiirleri yapildiginda
hiicrelerde  morfolojik  degisiklikler, telomer kisalmasi, apoptozda artis,
immunfenotiplemede azalma goriilmiistiir (Gu, ve digerleri, 2016).

Bu calismada Iyi Uretim Uygulamalar1 laboratuvarinda insan gdbek
kordonunun Wharton jeli bolgesinden mezenkimal kok hiicreler eksplant kiiltiir
yontemi ile izole edilmis ve farkli pasajlarda (P2, P4, P6) morfolojik analizi,
immunfenotiplemesi, pluripotensi ve apoptoz genleri, telomeraz aktivitesi, karyotipi,
apoptoz durumu ve hiicre dongiisii karsilastirilarak klinik uygulama i¢in kullanilacak
en uygun pasaj belirlenmesi amaclanmistir.

Bruyn ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada eksplant kiiltiir metodu ile
izolasyonu gerceklestirilen GK-MKH’larin izolasyonunda erken pasajlarda
morfolojisi endotel benzeri hiicreler goriilmiistiir. Yine ayni g¢alismada yapilan
immunfentotipleme analizinde CD90 ve CD73’tin ifadesi erken pasajlarda
goriilmemis ancak ilerleyen pasajlarda endotel benzeri hiicrelerin ortadan kalkarak

yerine sadece fibroblast benzeri kok hiicrelerin kaldiginit ve CD90 ve CD73’ilin
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ifadesinde artis meydana geldigini gormislerdir (De Bruyn, ve digerleri, 2011).
Yapilan bu calismada P2’de diisiik ifade edilen CD90’nin sebebinin eksplant kiiltiir
sirasinda meydana gelen epitel kontaminasyonu olabilecegini diisiindiirmektedir.
P4’te bu kontaminasyonun ortadan kalktig1 ve saf MKH popiilasyonu kaldigini akim
sitometri sonuclarinda gérmekteyiz.

Greco ve ark. WJ-MKH’lerinin EKH’lerde yiiksek olarak ifade edilen
pluripotensi belirteglerini EKH’lere gore diisiik ancak diger yetiskin MKH’lere gore
yiiksek ifade etmesiyle embriyonik kok hiicreler ile yetiskin kok hiicreler arasinda yer
aldigim1 soylemektedir (Greco, Liu, & Rameshwar, 2007). Telomerlerin kisalmasini
engelleyerek hiicresel yaslanmanin 6niine gegen telomeraz enzimini kodlayan TERT
geninin yiiksek ifadesi mezenkimal kok hiicrelerde proliferasyon kapasitesini
arttirmaktadir ancak sinirsiz boliinme yetenegi kazanmasi ile tiimoregenez meydana
gelme riski de bulunmaktadir (Seluanov, ve digerleri, 2008), (de Lange, 1994) . OCT-
4 ve SOX2 kok hiicrelerde pluripotensinin transkripsiyon faktorleri olup embriyonik
kok hiicrelerde yiiksek seviyelerde ifade edilerek kendini yenileme fenotipini gosterir.
OCT-4, SOX2 ile birlikte embriyoda hiicrelerin farklilasmayla iliskili genleri inhibe
ederek embriyoyu pluripotent evrede tutarlar (Han, ve digerleri, 2014). ZFP42
blastosistin IHK’de hiicrelerde ifade ediliyor olup bu hiicreleri pluripotent evrede tutar
(Son, CHOI, HAN, & Cho, 2013). Calismamizda erken pasaj olan P2’de TERT, OCT-
4, SOX2 ve ZFP42 genleri i¢in diger pasajlara kiyasla en yiiksek degerleri gostermis
ve pasaj sayisi arttik¢a bu belirteglerin de diistiigiinii goriilmiistiir. Daha ileri pasajlarda
kok hiicrelerin  pluripotensi  Ozelliklerini  yitirecekler boylece kok hiicre
karakteristiginden ¢ikacaklardir bu nedenle klinik uygulamalarda erken pasaj
kullanmak daha faydalidir ancak hastaya uygulama i¢in gereken hiicre sayisini genelde
Pasaj 2’nin karsilayamacagi i¢in Pasaj 4 daha uygun bir adaydir.

Kok hiicrelerde boliinme sayist sinirli oldugundan pasaj sayist arttikga telomer
kisalmasina bagli olarak replikatif yaslanma meydana gelmekte ve apoptoz
indiiklenerek hiicre 6liimii meydana gelmektedir. BCL-2 protein ailesi apoptozun
inhibe edici ve uyarici olmak iizere regiilator genlerini icermektedir. BCL-2 nin asir
ifade edildigi zaman apoptozdan korudugu, BAX'in asir1 ifade edildigi zaman ise
apoptozu uyardigi goriilmiistiir (Jin , ve digerleri, 2016). Ardehali ve ark. yaptig1
calismada BCL-2 ifadesi insan embriyonik kok hiicrelerinde asir1 ifade edildigi
durumlarda apoptoza direng gelismekte ve teratom olusumu gelismektedir (Ardehali,

ve digerleri, 2011). BCL-2, BAX 1n ifadesini inhibe ederek apoptozu inhibe etmektedir.
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Tersi durumda da mitokondrinin dig membraninda bulunan BCL-2 ’yi inhibe eden BAX
mitokondri membranin por olusumuna neden olarak mitokondriyal apoptozu
baslatabilmektedir (Khodapasand, Jafarzadeh, Farrokhi, Kamalidehghan, &
Houshmand, 2015). Bu iki biiyiik apoptozun diizenleyici genlerinin hiicreye disaridan
herhangi baska bir 6liim uyarani yok ise hiicrenin apoptoz yolaginin aktivasyonunun
belirlenmesi agisindan 6nemlidir (Yu, ve digerleri, 2008). Yapilan ¢alismada BCL-2
ve BAX oraninin en dengede oldugu pasaj P4 olarak bulunmustur. Normal hiicrede
hiicre membraninin i¢ yiizeye bakan tarafinda bulunan fosfotdilserin hiicre apoptoza
kararlandiginda plazma i¢ membranindan dis membranina donmektedir. Bu da hiicre
dis1 ¢evre i¢in hiicrenin apoptoza girdigini ve fagositozla ortadan kaldirilmasi i¢in bir
tabela gorevi gérmesini saglamaktadir. Erken apoptozun belirteci olan fosfotidilserine
yiiksek afinitesi olan Annexin V akim sitometrisinde hiicrenin apoptoz durumu
hakkinda bilgi vermektedir. Apoptozun ilerleyen evrelerin DNA fragmentasyonuyle
apoptozun ge¢ evresine girildigi anlasilmaktadir (WIlodkowic, Skommer, &
Darzynkiewicz, 2009). Yapilan ¢alismada karsilastirilan pasajlar arasinda en yiiksek
canli hiicre yiizdesi ve en diistik apoptoz yiizdesi Pasaj 4’te elde edilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin  in  vitro kiiltiir ortaminda morfolojik,
immunfenotipik, gen ifadesinde degisiklik, apoptozda artis gibi meydana gelen
degisikliklerin yani sira hiicre dongiisiinde de degisiklikler meydana gelmektedir. Gu
ve ark. yaptig1 calismada Pasaj 4’ten Pasaj 17°ye kadar yaptiklar1 uzun kiiltiirde G1
evresinde artis ve sentez evresinde azalma goérmislerdir (Gu, ve digerleri, 2016).
Yapilan bu ¢calismada ise karsilastirilan pasajlar arasinda G1 ve Sentez evresindeki en
yiiksek ylizdeyi Pasaj 4 vermistir.

Sonug olarak mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanimi igin literatiiriinde
destekledigi ve yapilan bu ¢calismanin da sonucu ile birlikte kullanilabilecek en uygun

pasajin pasaj 4 oldugunu gostermektedir.
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