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OZET

GOBEK KORDONUNDA EMBRIYONIiK KOK HUCRE VARLIGININ
BELIRLENMESI VE TiPLENDIRILMESI

USUL, Firdevs
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Recep KUTLUBAY

Arahik 2011, 54 Sayfa

Bu tezde kok hiicre belirteclerinden Oct3/4, Nanog, SSEA-1, SSEA-3, TRA1-80,
TRA1-60,. CD34, CD45, CD73, CD105 ve STRO-1 ifadesi kordon kam
mononiikleer hiicre tabakasinda incelendi.

Calismada 6nceden izin alinmis, saghkli vericilerden (n=11) kordon kani alinda.
Mononiikleer hiicre tabakasinda Oct3/4, Nanog, SSEA-1, SSEA-3, TRA1-81,
TRA1-60, CD34, CD45, CD73, CD105 ve STRO-1 ifadeleri immiinohistokimyasal
boyama yapilarak arastirildi ve resimlendi.

SSEA-1, SSEA-3, TRA1-60, CD34, CD45, CD105S ve STRO-1 ifadesi
mononiikleer hiicre tabakasinda pozitif, Oct3/4, Nanog, CD73, TRA1-81 ifadesi
ise negatifti.

Kordon kam; kemik iligi ve ¢evre kami gibi dokularla kiyaslandiginda daha
uzun telomere, daha yiiksek proliferatif kapasiteye sahip kdk hiicre icerigi, immiin
yapilanma ydniinden heniiz timus egitimini tamamlamamis olmasi, bagka bir
insanda daha kolay uyum gosterme nitelikleri ile 6nemli avantajlara sahiptir.
Ayrica etik problemlere neden olmadigindan embriyonik kok hiicre ve hiicre
tabanh tedaviler icin alternatif bir kaynak olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kordon kani, kok hiicreler, embriyonik kok hiicre
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PRESENCE AND TYPIFICATION OF
EMBRYONIC STEM CELLS IN UMBLICAL CORD

USUL, Firdevs
M. Sc. Thesis in Histology and Embryology Department
Supervisor: Prof. Dr. Recep KUTLUBAY

December 2011, 54 pages

In our study, we investigated stem cell markers including Oct3/4, Nanog, SSEA-
1, SSEA-3, TRA1-81, TRA1-60, CD34, CD45, CD73, CD105 ve STRO-1 from
expression from the cord blood mononukleer cell layer.

In this study, cord blood was collected from healty donors (n=11) which been
permitted previously. Iimmunohistochemistry was used to examine the expression
of Oct3/4, Nanog, SSEA-1, SSEA-3, TRA1-81, TRA1-60, CD34, CD45, CD73,
CD105 and STRO-1 in cord blood mononukleer cell layer.

Cord bood mononukleer cells were positive for SSEA-1, SSEA-3, TRA1-60,
CD34, CD45, CD105 and STRO-1, but cord bood mononukleer cells were negative
for Oct3/4, Nanog, CD73, TRA1-81. _

Cord blood is which have not yet complated its tymus training in terms of
structuring the immune, have some important adventages, such as can be adopt
more easily to another person. In addition, cord blood is not cause ethical
- problems, and it is an alternative source for embryonic stem cell and cell-based
therapies.

Keywords: Cord blood, stem cells, embryonic stem cells
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1. GIRIS

Rejeneratif biyoloji ve bunun uygulama alani olan rejeneratif tip giiniimiizde hizla
gelisen ve vaad ettigi gelecek agisindan son derece ilgi duyulan aragtirma konular
haline gelmistir. Bu alandaki gelismeler dogrultusunda giintimiizdeki uygulamalarla
tedavi edilemeyen organ veya doku yaralanmalarl ve cesitli hastaliklarin tedavisi
giindeme gelmistir. Hiicre tedavisinin temel amaci hastalik ve yaralanma sonucu
kaybedilen islevin, nakledilen saglikl1 hiicreler ile yeniden saglanmasidir (Attar 2004).
Giiniimiizde yazili ve gorsel yayin organlar tarafindan sik¢a bahsedilen kok hiicreler,
hiicre bazli tedaviler i¢in umut 15181 olmaktadir (Kara6z 2004).

Insanoglu kék hiicrelerin dzelliklerini kesfettikge, onlar elde edebilecegi kaynaklan
da artirmaya galigmaktadir. Kok hiicre kaynag olarak in-vitro fertilizasyonla elde edilen
embriyolar ve kemik iligi disinda son zamanlarda kordon kanim da kullamlmaya
baslanmustir. Kordon kaninmn belitli kosullar altinda dondurulup, sonra ¢oziillip tekrar
kullanilabileceginin anlasilmasiyla ilk kez 1994°de Ameriké Birlesik Devletleri’nde
olmak iizere diinyada kordon kan1 bankalar kurulmugtur.

Giiniimiizde embriyonik ya da eriskin dokulardan elde edilen kok hiicrelerin, uygun
ortam ve kosullar olusturularak bir ¢ok hiicre tipine in-vitro kosullarda
farklilastinlmalan saglanmigtir. Ancak farkhlastirilan hiicrelerin, in-vivo tedavide
kullanimlan i¢in hiicrelerin ¢ogalma kontrol mekanizmalarimin ve genetik yapilarinin
cok iyi bilinmesi gerekmektedir. Elde edilecek bu hiicrelerden olusturulacak hiicre-doku
ya da organlarin hasarli olan bolgeye aktarilmasi, yerine koyma (reperatif) ve tamir
etme (rejeneratif) tedavilerinin yolunu agacaktir. Bu konuda ¢alismalar kok hiicrelerden
in-vitro kosullarda belirli sartlar ve ortamlar yaratilarak farklilagtirilis hiicrelerin in-vivo
ortamdaki davramiglarinin aragtirilmasimi gerektirmektedir. Farklilagsan hiicrelerin de-
diferansiyasyon ve re-diferansiyasyon potansiyelleri, ¢ogalma ve gd¢lerinin kontrolii
degerlendirilmektedir. Bu konunun aydinlatilmasi igin daha birgok ¢alismaya
gereksinim oldugu goriilmektedir (Inan 2009).

Memeli organizma hiicrelerinin gelisgiminde k&k hiicrelerinin erken donemlerde
degisik hiicre tiirlerine yonlenmelerinin temel mekanizmalarinin aragtinlmasi,
yonlendirilmelerinde rol alan biyolojik siireglerin agi3a kavusturulmas, farklilagma ve

yonlenmede rol alan genlerin aragtirilmasi, kam olusturan kok hiicrelerinin biiylime,



cogalma ve farkhilagmalarinda rol alan mezenkimal kék hiicrelerin kan yapimindaki
etkilerinin incelenmesi, embriyonik kok hiicrelerinin in vitro sartlarda organ olusumu
siirecindeki biyolojik evrelerinin tam olarak agiklia kavusturulmasi beklenmektedir
(Kansu 2005).

Kok hiicrelerin biyolojisinin anlagilmas: ve insanlarda kok hiicre tedavisinde ortaya
cikan sorular cevaplandirabilmek igin ¢ok daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
Su an tedavisi olmayan hastaliklar kok hiicreler ¢alismalarinin hedefini olusturmaktadir

(Sahin vd. 2005).



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Gébek Kordonu

2.1.1. Gobek kordonu embriyolojisi

Embriyonun lateral ve ventral viicut duvari olusurken, viicut yiizeyini &rten
ekdoderm ile amnion kesesi duvarinin birlesim noktasi, ventralde, baglant1 ve vitellus
saplar1 etrafinda oval bir halka olusturur. Buna ilkel gobek halkasi denir. Gelismenin 5.
haftasinda asagidaki su yapilar gobek halkasindan gegerler:

1- Iki arter ve bir venden olusan gobek damarlari ile allantois kesesini i¢eren baglanti
sapl.

2-Vitellus kesesi damarlan ve vitellus kesesi sap1 ya da vitellus kanal1. /

3-Intra ve ekstraembriyonik s6lom bogluklarini birlestiren kanal (Seftalioglu 1998).

Daha ileri gelisme doneminde (10 haftalik embriyonda), amniyon boslugu, koryon
boslugunun zarina hizla biiyiir. Biiylime sirasinda, amniyon kesesi duvari, baglant1 ve
vitellus kesesi zarlarim distan sarar ve ilkel gobek kordonunu olusturur. Ilkel gobek
kordonu, distal olarak vitellus kesesi sap1 ve gobek damarlarini, proksimal olarak da
birka¢ bagirsak halkasiui ve allantois kalintisiu i¢erir. Vitellus kesesi, ilkel gobek
kordonunda yer almaz, koryon boslugunda bulunur ve kendi sapina baglh olarak gbek
kordonu ile iligkidedir. Amniyon kesesinin hizla biiylimesi sonucu amniyon kesesi
duvan ile birlesir ve koryon boslugu silinir. Buna bagh olarak, vitellus kesesi de
sapindan kopar, amniyon ile koryon arasinda yer alir (Seftalioglu 1998).

Karin boslugu, gegici olarak hizla geligen bagirsak halkalar1 nedeniyle ¢ok kiigiiktir.
Bu nedenle bagirsak halkalarmin bir kismi, g&bek kordonundaki ekstraembriyonik
s6lom igine itilirler ve fizyolojik gdbek fitigim olustururlar (Seftalioglu 1998).

Uclincii aymn sonunda, bagirsak halkalan,. embriyonun bedeni i¢ine alimirlar. Bu
olaydan sonra gobek kordonundaki sélom boslugu, allantoyis kesesi, vitellus kanali ve
damarlan silinir. Kordonda yalmzca Wharton jeli ile sarili iki arter ve bir ven kalir

(Seftalioglu 1998).



2.1.2. Gobek kordonu histolojisi

Gobek kordonu genellikle, 1-2 cm ¢apinda ve 30-90 cm uzunlugundadir. Gébek
kordonu Wharton jeli olarak adlandirilan miikoz bag doku ile ¢evrelenmis iki arter ve
bir ven igerir. Kordonun etrafi amniyon zarindan koken alan epitel ile kaplidir. Sekil
2.1. de gobek kordonu histolojisi gosterilmistir. Ags1 yapidaki kollajen lifler ile kii¢iik
dalgal1 kollajen demetleri gobek kordonunun etrafimi sararak siireklilik arz eden bag
doku iskeletini olusturur. Yogun olarak glikozaminoglikan olan hyaluronik asiti igeren
Wharton jeli, fibroblastlar ile kollajen lifler etrafinda sulu bir jel olusturarak gébek

kordonunu basingtan koruyan bir doku mimarisi olusturur (Baran vd. 2007).

i
S~

o -
P ' - ™,

Wharton’s \‘a

RY

jelly v

placental

placental
artery

%
~

Placental Cord

iy

’/’
#

Sekil 1. Gobek kordonunun histolojik kesiti

(embryology.med.unsw.edu.au 17.12.2011).




2.2. KOK HUCRELER

2.2.1. Kok hiicre nedir?

Canli viicudunda uzun siire boliinebilen, kendini yenileyen ve aym zamanda
viicudun ihtiyacina gore farklhilasarak diger doku hiicrelerine doniisebilen hiicreler “kok
hiicreler” olarak bilinmektedir (Inan vd. 2009).

Bilim adamlari bir hiicreyi kok hiicre olarak tamimlamak icin bes olgiit
kullanmiglardir. (Kara6z vd. 2004)

1) Kok hiicreleri, uzun zaman dilimleri boyunca béliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme 6zelligine sahiptirler.

2) Kok hiicreler zellesmemislerdir.

3) Kok hiicrelerden elde edilen bir yavru hiicre, 6zellesmis hiicrelere kaynaklik

edebilir.

4) Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel

olarak ¢ogaltabilmelidir.
5) Kok hiicreler in vivo ortamda doku hasarmin olmadigi durumlarda bile

farkhilasmamis kusaklara katki saglayabilmelidir.

Sperm ile ovumun birlesmesi ile 'ortaya ¢ikan zigot tek bagina tiim organizmayi
meydana getirebilecek genetik biigiy_e ve gﬁce sahiptir. Bu, tim hiicrelere doniisebilme
potansiyeline sahip ilk embriyonal hiicreye “totipotent” hiicre denir. DSllenmeyi takiben
ilk 4-5 giin ierisinde bu hiicreler aym giice sahip olup her biri tek basina bir organizma
meydana getirebilme yeteneginde 'hiicrelerdir. Yaklasik 5 giin yani 2-3 bdlinme
sonrasinda olusan hiicre kitlesine de blastokist denir ve bu kitle igindeki hiicreler de
viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptir. Ancak bu hiicreler tek
baglarina bir organizmayi olusturamazlar. Bu nedenle bu hiicrelere “pluripotent™ hiicre
denir. Bu asamadan sonra hiicreler daha &zel fonksiyona sahip olmakta ve eriskin kok
hiicreleri olusturmaktadirlar. Biraz daha 6zellesmis olan bu kok hiicrelere ise
“multipotent™ hiicre ad1 verilir (Sahin vd. 2005). Unipotent kok hiicreler ise sadece bir
hiicre tipine farklilagabilme 6zelligine sahip hiicrelerdir (Whittaker 2005). Tablo 2.1. de
Kokenlerine, farklanma etkinliklerine Véya farklanma yonlerine gore kok hiicre tiirleri

verilmistir.



Tablo- 1 Kokenlerine, farklanma etkinliklerine veya farklanma yénlerine gore kok

hiicre tiirleri.

Isim Hiicre Tipi (Yerlesim) Farklanma Farklanma ydnii
etkinligi

EKH* Morula asamasindaki Totipotent Embriyon ve embriyon dis1
hiicreler tabakalar

EKH Blastokist asamasindaki Pluripotent Embriyon govdesi(tiim somatik
hiicreler ve germ hiicreleri)

EKH Gastrula asamasindaki Pluripotent Endoderm, mezoderm ve
epiblast hiicreleri ektoderm hiicreleri

EKH Ektoderm, endodenn ve Pluripotent Tiim somatik hiicreler
mezoderm hiicreleri

YKH** | Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Hiicrenin bulundugu dokuya gore

bir veya daha fazla tiirde hiicre

YKH Bir dokudaki yerlesik Unipotent Bir hiicre tipi

hiicreler

EKH*: Embriyonik kék hiicreler; YKH**: Yetiskin kok hiicreler; Bu tablo Can A (2008)’ den
almmugtir.

2.2.2. Kok hiicrelerin genel dzellikleri

2.2.2.1. Farklanma (plastisite)

Farklanma sitokinlerin, biiylime ve farklanma faktorlerinin, hiicre disi1 matriks
proteinlerinin ve hiicreleraras: iletisimlerin kombine etkisiyle basarilan, ¢ok hiicreli
organizmalari olugturan hiicrelerin olgunlagma ve uzmanlasma siirecinde gegirdikleri bir
dizi degisimi tammlamak igin kullamlir. Farklanma asamasma giren bir hiicre, bir
yandan béh’inmeyi{ durdururken diger yandan ¢evresinden gelen sinyallere yanit

vermeye hazirlanir. Bunun igin genellikle enzim-bagiml yiizey ve hiicre i¢i reseptorler




ve aktivasyon yolaklan ortaya ¢ikararak hiicrede uzun erimli olaylarin baglamasim
tetikler (Can 2009).

Bir hiicre i¢in farklanma stireci genellikle o hiicrenin ¢ogalma siirecinin bittigi
noktadan baslar. S6z konusu hiicre once yeterli sayiya ulagir, bu asamadan sonra
cogalma ile ilgili hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i yolaklar kapatilir ve farklanma ile ilgili
mekanizmalar devreye girer. Bu siire¢ genellikle hiicre boliinme dongsiinden kalica
veya gegici olarak ¢ikilmasi anlamina gelir. Farklanmay: uyaran ve siirdiiren etkenler
ortadan kaldirilirsa, bircok hiicre béliinme dongiisiine tekrar girer (Can 2009).

Laboratuvar ortaminda kok hiicrelerin belli bir ¢izgide farklanmasi (yonlendirilmis
farklanma) belli kimyasal ve fiziksel kosullarin yerine getirilmesi ve dogrudan hiicrenin
genetik programinin degistirilmesiyle bagarilir. Ornegin; yetiskin bir kok hiicresinin yag
hiicresine farklanmast igin kiiltiir ortamna belli dozlarda deksametazon, indometazin,
izobutilmetilksantin ve insiilin gibi dogal hormonlar ve yapay kimyasal maddeler
kullanilir. Bu maddelerin in vitro ortamda kék hiicrelerin yag hiicresine déniigimiint
uyarip uyarmadigi bilinmese de, in vivo karsiliklanyla kiyaslanacak diizeyde
olgunlagirlar. Ancak ‘in vitro ortamda farklandirilan kok hiicrelerin canliya
nakledilmesiyle elde edilecek tedavi etkinligi, kok hiicrelerin farklandirlmadan
nakledilmesiyle elde edilebilir mi?’ sorusunun yamtii bulma gabasi bu alanin en
onemli ¢alisma konularindan birisini olugturur (Can 2009).

Embriyon kok hiicrelerinde farklanmay: kontrol etmek difer kok hiicre tiirlerine
gore daha zordur. Bunun i¢in in vitro ortamda gogaltilan embriyon kok hiicrelerinde
kendiliginden farklanmasini engellemek gerektiginden, IL-6 (interlokin-6) ailesi iyesi
olan 15semiyi engelleyen faktor (LIF) kullamlir (Can 2009).

Kendini yenilemekte olan bir hiicrede gok sayida gen aktif iken az sayida gen ifadesi
goriiliir; buna kargin farklanmakta olan bir hiicrede az sayida gen aktif iken ¢ok sayida
gen ifadesi goriiliir. Bir bagka ifadeyle farklanmakta olan bir hiicrede protein sentezi
ileri derecede artmustir. Hiicre islevsel bir hiicre olma yolunda ilerlerken gerek yapisal,
gerékse islevsel biitin 6zelliklerini kazanmak iizere 6zglin proteinler sentezler ve
salgilar. Bunun en tipik 6megi, embriyon kék hiicreleriyle yetiskin kok hiicrelerin
kiyaslanmasiyla ortaya konur. Embriyon k&k hiicreleri, her ti¢ embriyon tabakasina ait
proteinleri sentezlerler. Bu durum, farklanma yolunda ilerlemelerinin sonuna dogru
geldiklerinin bir kamtidir (Can 2009).

Kok hiicrelerini digerlerinden ayiran en onemli 6zellik, farklanma yetkinliklerinin

yitksek olusudur. Bu ozellikleri sayesinde organizmanin hiicresel yapim V€ onarim



olaylarinda eksilen hiicreleri yenilemek tizere genis bir olanak sunarlar. K&k hiicrelerin
farklanma potansiyelleri 6rnekleri ile tablo- 2.2 de dzetlenmektedir. K&k hiicre alaninda
calismalarin ilerlemesiyle arastirmacilar, ara farklanma (transdiferansiyasyon) terimini
bir yonde farklanmig hiicrelerin bir bagka hiicreye dogru farklanmasi olarak

tanimlamiglardir (Can 2009).

Tablo-2. Kok hiicrelerin farklanma yetkinligi (plastisite). Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki Ulusal Saghk Enstitiisii, totipotent kavrammm “smmrsiz kapasite”,
pluripotent kavrammni da “bir¢ok dokuya kioken verebilme” olarak tammmlamigtir

(2000).

Kisaltilmis Bicimi Aqlaml Ornek

Toti Biitiin Embriyon

Multi Birgok Hematopoetik
Pluri Cok Hematopoetik
Oligo Az GIS kok hiicreleri
Quadri Dért GIS kok hiicreleri
Tri Ug Brons epiteli

Bi Iki Safra kanah

Uni Bir/tek Prostat

Bu tablo Can (2009)’dan alinmistir.

2.2.2.2. Kendini yenileme, béliinme bicimleri ve kik hiicre nisi

Kok hiicresinin tamiminda da yer alan kendini yenileme o6zelligi, organizmanin
yasami boyunca bir hiicrenin kendi kopyasim alacak sekilde gogalmas: ve gerektiginde
organ ve dokuya 6zgii 6ncii hiicrelere doniisebilmesi anlamina gelir. Embriyonun

gelismesi siirecinde, yetigkin insan hiicrelerinin ve dokularinin uzun stireli korunmasi ve



onariminda, kok hiicreler ile farklanmakta olan hiicreler arasindaki denge cok 6nemlidir
(Can 2009).

Kok hiicreleri 6ncti hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri, kok hiicrelerin
boliinmeler esnasinda bir yandan dncii hiicreye doniisecek hiicreyi tiretirken bir yandan
da kendi yedegini almasidir. Bu olay simetrik hiicre boliinmesi sonucu olusur ve kék
hiicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasini saglar. Asimetrik hiicre boliinmesi, hem
hiicre i¢i hem de hiicre digi etkenlerin birlikte gok siki kontrol edilmesini gerektirir.
Hiicre icindeki asimetri, bazi organellerin, protein gruplarinin ve RNA’nin yavru
hiicrelerden sadece birisine aktarilmasiyla bagarihir. Bazi ¢alismalar DNA’nin da
asimetrik dagildigim gostermektedir. Bolinmenin sonucunda orijinal DNA, yavru
hiicrelerden birisine giderken kararlanma gegirir ve 6ncii hiicreye doniisecek olan diger
hiicrede yeni DNA sentezi meydana gelir. Bu mekanizma sayesinde kok hiicreler, yeni
sentezlenen DNA’da meydana gelebilecek ve birikim ortaya ¢ikaracak olan
mutasyonlardan korumakta ve her zaman aym genoma sahip hiicreler olarak
bozulmadan kalabilmektedirler. Bunun sonucu olarak DNA ile birlikte DNA da
meydana gelen degisimler ve bununla ilgili proteinler gibi epigenik Ozellikler de
kopyalanan hiicreye katilmaktadir. Dolayisiyla kok hiicrede gen ifadesi ve islevleri de
korunmaktadir (Can 2009).

Kok hiicrelerin hiicre dist asimetrisi, hiicrenin digindaki mikrogevre (nis) tarafindan
meydana getirilir. Nisi olugturan hiicre dis1 matriks bilesenleri, komsu hiicreler ve salgi
proteinleri, kok hiicre sayisim ve hiicrenin bulundugu durumu kontrol altinda tutar.
Ornegin; Drosophila ovaryumunda, kok hiicrelerin bolinme ekseni nis tarafindan
belirlenir; mitoz mekigi nise dik agiyla konumlanir. Boylece hiicre bsliindiikten sonra
Hiicrelerden birisi nise yakin bigimde kalip kék hiicre 6zelligini korurken digeri nis ile
olan iliskisini kaybettigi i¢in farklanmaya baslar. Sonug olarak, hiicre i¢i ve dist
sinyallerin kutuplasmasi, hiicrenin kendini yenilemede onemli etkenlerden biridir. Her
ne kadar kok hiicre havuzunu sabit tutabilmek igin asimetrik hiicre boliinmesi
homeostatik kosullarda gerceklesse de, embriyonun gelisim siirecinde ve doku
onariminda gerekli olan yeni hiicre gereksinimini karsilayabilmek igin simetrik hiicre
boliinmesi de gerceklesmelidir. Ozellikle doku islevlerinin olumsuz etkilendigi akut
harabiyet durumlarinda bu mekanizmayla kok hiicrelerin dncii hiicreye doniiserek kisa
zamanda doku ‘restorasyonunu garanti altina almasi amaglamr ve sonugta kok hiicre
havuzu kiigiiliir. Buna karsin kok hiicreler simetrik olarak boliinerek yeni kok hiicreleri

olustururlar ve kok hiicre havuzu genisler. Uctincli  bir mekanizma da, fare
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spermatogenezinde karsimiza ¢ikar. Burada bir kok hiicre, iki yavru hiicre olacak
sekilde béliiniir ve daha sonra bu gegici ¢ogalan hiicreler nis ile iliskiye girerek kok
hiicre haline doniisiir ve kok hiicre havuzu genisler (Can 2009).

Kok hiicrelerin nisten uzaklastirilmasi, Ornegin; laboratuarda kok hiicrelerin
ayristirilmast  ve  kiiltiirli, bu hiicrelerin kendini yenileme yeteneklerinin hizla
kaybolmasiyla sonuglanir. K¢k hiicre nisine 6rnek olarak hematopoetik kok hiicre nisi
verilebilir. Hematopoetik kok hiicre nisinde, hematopoetik kok hiicreleri, kemik
matriksi sentezleyen osteoblastlar, endotel hiicreleri, farklanmis kan hiicreleri, biiylime
faktorleri, kollajen ve birgok hiicreler arasi matriks proteinleri bulunur. Sekil 2°de kok
hiicre nisi kavramina uygun derideki epitelyal kok hiicre nisi ve ince bagirsaktaki
intestinal kok hiicre nisi gosterilmistir. Kok hiicre nisinde bulunan hiicrelerden
salgilanan proteinler biyokimyasal belirleyiciler olarak yer alirken, mikro g¢evrenin
akigkanlign da fiziksel belirleyici olarak kok hiicrelerin pozitif ve negatif yonde
etkilenmelerine neden olur ve kendini yenileme etkinliklerini kontrol eder. Gelisme,
yaslanma, yaralanma ve hastalik durumlarinda nis bolgesinde gerek hiicresel, gerekse
hiicre dis1 yapilarda ¢ok sayida degisiklik meydana gelir; bu da kok hiicreleri olumlu ve
olumsuz yonde etkiler. Kok hiicrelerin kendini yenileme mekanizmasinin hassas bir
denge i¢inde ayarlanmasi, dokuda yenilenmesi gereken hiicrelerin ortaya ¢ikisinda kritik
rol oynar, bir yandan farklanmakta olan yeni hiicreler olusurken, 6te yandan kok havuzu

sabit tutulmaya ¢aligilir (Can 2008).
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Sekil 2. iki farkh kok hiicre nisi goriilmektedir: (a) Derideki kok hiicreler, yag
bezinin (SG’nin) hemen altinda kil folikiiliniin tiimsek bolgesinde yerlesmislerdir.
Dermal papilla (DP) bazal membrana karsi lokalize olmus matriks kok hiicrelerine
sinyal gonderir. Matriks hiicreleri i¢ kok kilifi (IRS) ve dig kok kilifi (ORS)’ ndan
olusan korteks, medulla ve kutikiil iceren bir kil govdesine farklanirlar. Tiimsek
bolgesinde bulunan kok hiicreler periyodik bir sekilde matriks hiicrelerini yeniden
olusturur, ayrica yag bezlerini ve folikiiller aras1 bolgede bazal tabakayi Orten bazal
laminaya karg1 uzanan epidermal kok hiicreleri korumaya yardimer olurlar. (b) Ince
barsakta kok hiicreler kriptlerin tabanindaki paneth hiicrelerinin arasinda lokalize
olurlar. Koyu sar1 alandaki kok hiicre soylan transit hiicrelerdir (TA), yukari taginirlar
ve farklilagirlar. Epitelial hiicrelere komsu olan mezensimal hiicreler, kok hiicre
aktivitesinin diizenlenmesine yardimci sinyaller gonderirler (Spradling vd. 2001).
Barsaktaki yenilenme, barsak kok hiicreleriyle saglanir ve dort farkli tipte epitelial soy
olusturulur: emici enterositler, musin salgilayan goblet hiicreleri, paneth hiicreleri ve

enteroendokrin hiicreler (Winton 2000).
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2.2.2.3. Kokliiliik (stemness)

‘Kokliiliik® kok hiicreleri diger hiicrelerden ayirt eden hiicresel ve molekiiler
Ozellikleri tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. K6k hiicre belirtegleri kullanilarak
kok hiicre tipini belirlemek, glinlimiizde en yaygin bagvurulan yontemlerden birisidir.

Hiicrelerin yiizeyinde yer alan, hiicre sinyal yolaklari iizerinde veya hiicre-hiicre
yapisma molekiilleri olarak rol oynayan bu belirteclerden bir¢ogu kisaca ‘CD’
(Farklanma Kiimeleri=Clusters of differentiation) olarak bir baslik altinda toplanmis
olup, hiicre tiiriine gére ¢ok ozglin veya ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Ornegin;
hematopoetik kok hiicreler i¢in en yaygin kabul goren CD belirtegleri, CD33 ve CD
45°tir. Mezenkimal kok hiicreleri ayirt etmek icin CD29, CD79, CD10 gibi belirtegler
kullanilir (Can 2009). Embriyonik ko6k hiicreler i¢in kabul goren kokliliik
belirteglerinden; yiizey oOzellikleri, transkripsiyon faktorleri, enzimler ve biiyiime
faktorleri Tablo 2.3’te gosterilmistir.

Nanog, Oct3/4 (Oct4) ve Sox2 embriyonik kok hiicrelerde yliksek diizeyde eksprese
edilen transkripsiyon faktorleridir. Bu transkripsiyon faktorleri gelisim sirasinda diger
genlerin ekspresyonunu diizenlerler ve embriyonun i¢ hiicre kitlesindeki pluripotent
hiicrelerde yiiksek seviyede eksprese edilirler. Farklilasma asamalarimin baslamasi,
kendini yenileme ve pluripotensinin kaybiyla birlikte bu ii¢ trankripsiyon faktorii
baskilanir (Carlin vd. 2006).

Nanog embriyonik k6k hiicre pluripotansisini korumak igin g6vsteri1en DNA
baglayici transkripsiyon faktérlerinden homeobox ailesinin bir liyesidir. Farklilasmamis
embriyonik kok hiicrelerinde ekspresyonu yiiksektir. Hiicrede nonog ifadesi ve
pluripotensinin azalmasi ile embriyonik kok hiicre farklilasmasi es zamanli olarak
gergeklesir (ayrintili bilgiye www.rndsystems.com adresinden ulasilabilir).

Oct3/4 memeli embriyonik kok hiicrelerinde ve germ hiicrelerinde eksprese edilen
POU ailesi domaini igeren bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicrede Oct3/4 ifadesi
pluripotensi ve hiicrenin kendi kendini yenilemesi igin gereklidir (ayrintili bilgiye

www.rndsystems.com adresinden ulasilabilir).
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Tablo-3. Blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyon kék hiicrelerinin

yaygin Kullanilan belirtegleri.

Pozitif Belirtecler

Alkalin fosfataz

SSEA1, SSEA4, TRA-1-60, TRA1-81/cd9/E-cadherin

Sox2, Oct4, Nanog, Rex, Utf-1, Dppa5, Kl1f-4, c-Myc

TERT (telomeraz revers transkriptaz)

Stabil karyotip

Oluklu baglantilar (gap junctions)

Negatif Belirtecler

Trofoektoderm belirteci: BEX

Noroektoderm belirteci: sox1

Endoderm belirtegleri: GATA genleri, HNF3p, PDX-1

Mezoderm belirtegleri: Brachury, MSX-1

Bu tablo Can (2009)’dan alinmigtir.

Farklilasmamis insan embriyonal karsinoma hiicreleri stage spesifik antigenler olan

SSEA-1, SSEA-3, TRA2-39, TRA-2-54 ve yiiksek molekiil agirlikli glikoprotein olan
TRA-1-60 ve TRA-1-81 eksprese etmeleriyle karakterizedirler. Bunlara ek olarak

SSEA-1, SSEA-3 ve SSEA-4 embriyonik kok hiicre ve embriyonik germ hiicrelerini

karakterize eden markirlardir (ayrnintili bilgiye www.scbt.com sitesinden ulasilabilir).

SSEA markerlar1 ilk olarak lacto ve globo serisi glikolipitlerle iligkili tanimlanan

karbonhidrat epitoplar taniyan antikorlar olarak tespit edilmistir. Farklilasmayla birlikte

SSEA-1 ifadesi artarken, SSEA-3 ve SSEA-4 ifadesi azalir (ayrtii bilgiye

www.rndsystems.com adresinden ulasilabilir).

TRA-1-60 antijeni orijinal olarak embriyonik karsinoma progenitdr hiicrelerinin

yiizeyinde eksprese edilen miisin benzeri bir antijen olarak tanimlanmigtir. TRA-1-60,
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TRA-1-81 ve SSEA antijenleri birlikte eksprese edilirler (ayrintili bilgiye
www.scbt.com sitesinden ulagilabilir).

CD34 lenfomapoeik kok hiicrelerin, progenitér hiicrelerin, kilcal damar endotelyal
hiicrelerinin, embriyonik fibroblastlarin, bazi fetal hiicrelerin ve yetiskin sinir
dokularindaki hiicrelerin ylizeyinde eksprese edilen, yogun glikozillenmis bir
transmembran proteinidir. CD34 ilkel embriyonik kok hiicrelerde yiiksek diizeyde
cksprese edilir ve progenitdr hiicrelere farklilasildikga CD34 ekspresyonu azalir
(ayrintil1 bilgiye www.scbt.com sitesinden ulagilabilir).

CD45 hematopoetik orjinli tiim hiicrelerde, 6zellikle eritrosit ve plataletlerde
eksprese edilen tek zincirli tip I transmembran proteini olan tirozin fosfatazdir (ayrintili
bilgiye www.rndsystems.com adresinden ulagilabilir).

CD73 (Ecto S5°Nikleotidaz) disiilfit baglantili homodimer olusturan glikozil
fosfotidilinositol bagli ektoenzimdir. Ektraseliiler  adenozin (doku hasar1 ve
inflamasyonda gorevli sinyal molekiilii) iiretiminden sorumlu ¢esitli enzimlerden biridir.
Gogu hiicre tipi CD73’ii eksprese eder (ayrintili bilgiye = www.rndsystems.com
adresinden ulasilabilir).

CD105 (Endoglin) tip I integral transmembran proteinidir ve TGF-beta siiper ailesi
ligantlar1 icin gerekli bir reseptSrdiir. Endoglin vaskiiler endotelyal hiicrelerde,
kondrositlerde ve term plasentamin sinsityotrofolastlarinda yiiksek diizeyde eksprese
edilir. Ayrica aktif monositler ve mezensimal kok hiicrelerde bulunur (ayrintili bilgiye
www.rndsystems.com adresinden ulagilabilir).

STRO-1 kemik iligi stromal hiicreleri ve eritroid onciilleri tarafindan eksprese edilen

hiicre ylizey proteinidir (ayrintil bilgiye www.rndsystems.com adresinden ulasilabilir).

2.3. Gobek Kordonu Kok Hiicreleri

Gebelik boyunca anneyle rahimdeki bebek arasindaki baglantiy1 saglayarak bebegin
besin ile oksijen gereksinimini karsilayan gébek kordonundaki kana kordon kami adi
verilir. Igerisinde eriskin kaminda gérdiigiimiiz eritrosit, 15kosit ve trombosit gibi kan
hiicrelerine ilaveten eriskin kanindan daha yiiksek oranda kok hiicrelerde bulunur
(Beksag 2009).

Kordon kami, kemik iligi ve ¢evre kam gibi dokularla kiyaslandiginda daha uzun

telomere, daha yiiksek proliferatif kapasiteye sahip kok hiicre igerigi, immiin yapilanma
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yoniinden heniiz timus egitimini tamamlamamis olmasi, baska bir insanda daha kolay
uyum gosterme nitelikleri ile énemli avantajlara sahiptir. Bu 6zellikleri nedeniyle
eskiden dogum eylemi sonrasinda ¢ope atilan kordon kami, artik tedavi amaciyla
kullamlan bir kok hiicre kaynag haline gelmistir ve dogumu hemen takiben toplanarak

ilerde kullanilmak iizere 6zel kosullarda saklanmaya alinabilmektedir (Beksag¢ 2009).

2.3.1. Hematopoetik kok hiicreleri

Bir hematopoetik kok hiicre kandan ve kemik iliginden izole edilebilen, kendi
kendini yenileyebilen, kan dolasimiyla mobilize olabilen, 6zellesmis hiicre ¢esitlerine
farklilagabilen, programli hiicre O6liimiine gidebilen hiicre olarak tammlanmaktadir.
1980’lerin sonu ve 1990’larin basinda arastirmacilar insan gobek kordonu ve
plasentadan elde edilen kanin, zengin bir hematopoetik kok hiicre kaynagi oldugunun
farkina vardilar (ayrintili bilgiye stemcells.nih.gov adresinden ulasilabilir).

Ik basarili gobek kordon kami transplantasyonu Fanconi anemili bir hastaya
uygulandigindan beri, kordon kani toplanmasi ve bu hiicrelerin tedavi amagh kullanimi
hizla artmistir. Hematopoetik kok hiicrelerin yetigkin kemik iligi kok hiicreleri ve
kordon kani kok hiicrelerinin biyolojik ozelliklerini karsilagtirmak igin aragtirmalar
yapilmaktadir. Gobek kordon kani kok hiicrelerinin tiim germ tabakalarina (endoderm,
ektoderm ve mezoderm) gelisme yetenegine sahip oldugunu destekleyen oneriler

bulunmaktadir (ayrintili bilgiye stemcells.nih.gov adresinden ﬁla@ﬂabilir).

2.3.2. Mezenkimal kok hiicreleri

Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hiicrelere farklilagabilen, tiim
dokularda destek hiicreleri olan, stromal hiicrelerin kékenini olusturan, morfolojik
olarak fibroblastlara benzeyen, kemik iligi kiiltiirlerinde adhezyon 6zelligi gosteren bag
(konnektif) dokunun ana hiicreleridir (Cetinkaya 2009).

Mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullamlan baglica
Ozellikler; plastik yiizeye yapigmasi, stromal karakterdé ylizey antijenlerinin
ekspresyonu ve multipotent farklilasma potansiyelidir (Cetinkaya 2009).

Kemik iligi mezenkimal kok hiicre igeren ilk kaynak olarak rapor edilmistir (Kern
vd. 2006). Kemik iligi disinda bir¢ok dokudan mezenkimal kok hiicreler izole

edilebilmektedir. Kemik/ periost, kas dokusu, dis pulpasi ve maksillofasial dokular,
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karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amnion
swvisi, sinovial sivi ve periferik kandan mezenkimal ko&k hiicrelerin ayristirilarak
cogaltilabilmeleri miimkiindiir (Cetinkaya 2009). Kordon kami kékenli mezenkimal kék
hiicrelerin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine gore biyolojik ozellikleri agisindan

daha kararl1 oldugu belirtilmektedir ( Lu vd. 2006).

2.3.3. Embriyonik kok hiicreleri

Son yillarda kordon kaninin mezenkimal kok hiicrelerden daha erken asamalara ait
embriyonik kok hiicre o6zellikleri de igerdigi gosterilmistir. Embriyonik kok hiicre
isaretleyicilerinden olan Oct3/4, Nanog veya SSEA-3, SSEA-4 pozitiflii géstermesinin
yanisira bazi dzellikleri tasimayarak ve allojenik lenfositleri uyarmayarak embriyonik
Ozelliklerini hala korudugunu kanitlamak miimkiin olmustur. Hatta kordon kanindan
elde edilen bu embriyonik kok hiicrelerin deneysel olarak diyabet olusturulmus farelere
aktarildiginda insulin iireten hiicreler (endodermal gelisim) gelistirerek hipergliseminin
engellendigi gosterilmistir. Yine kordon kanindan kiiltiir yapilarak elde edilen bu
embriyonik kok hiicrelerden endotel (mezodermal gelisim) veya noéron benzeri
(ektodermal gelisim) hiicrelerin de elde edilebilecegi gosterilmistir. Hem hiicre
belirleyicileri hem de bu farklilasma deneyleri kordon kaninin embriyonik kék hiicre

potansiyelini kanitlamaktadir (Beksag 2009).

2.4. Hipotez ve Calismanin Amaci

Gobek kordonu anne karnindaki bebegin besin ve oksijen ihtiyacim karsilayan,
bebegi plasenta aracilifiyla anneye baglayan dokudur. Kordon kani ise dogumdan sonra
bu dokudan ve plasenta i¢inde kalan kandir. Gébek kordonu ve plasenta 20 yil 6ncesine
kadar ¢6pe atilan dogum sonu arti1 olup koék hiicreler icerdigi tespit edildikten sonra
kazandig1 yeni statii ile pek ¢ok kisiye kazang kapilar1 agmigtir.

Kordon kani, kemik iligi ve ¢evre kani gibi dokularla kiyaslandiginda daha uzun
telomere, daha yiiksek poliferatif kapasiteye sahip kok hiicre igerigi, immiin yapilanma
yoniinden heniiz timus egitimini tamamlamamis olmasi, bagka bir insanda daha kolay
uyum gdsterme nitelikleri ile de 6nemli avantajlara sahiptir. Ustelik bu kaynak verici

icin higbir zahmet olusturmadan ve etik problemlere neden olmadan toplamp
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saklanabildigi HLA (16semiyi engelleyen faktor) uygun bir verici saptandiginda hemen
kullanilabilme gibi ¢ok biiyiik bir tistiinliige sahiptir.

Kordon kaninin sagladigi bu avantajlar bir¢ok hastaligin tedavisi ve hastalar icin
umut 15181 olmustur. Ornegin kordon kammn saklanmasiyla kanser, kemik iligi
hastaliklar1, lenfomalar-orak hiicresi anemisi, talasemi, dogustan gelen metabolik
diizensizlikler, fel¢, ndroblastom, amegokorsitik trombositopeni, Parkinson, Alzheimer,
tip I diyabet ve bazi bagigiklik yetmezlikleri gibi hastaliklarin tedavisinin hastanin kendi
kordon kaninin toplanmasiyla yapilabilecegi vurgulanmaktadir.

In vitro fertilizasyon ile elde edilen hiicre tabanl tedaviler igin en biiyiik potansiyeli
olusturan embriyonik kok hiicreler iizerinde etik tartismalar siirmektedir. Ancak biz bu
¢alismamizda gobek kordonundaki embriyonik kok hiicrelerin varligim gostererek hiicre

tabanlh tedaviler igin alternatif bir kaynak olusturmaktayiz.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kordon Kam Toplanmasi ve Mononiikleer Hiicre Tabakasinin Toplanmas

Pamukkale Universitesi Kadin Dogum Hastaliklari  biriminde  gerekli
bilgilendirmenin  yapildigt = ve  yazilh  izinlerin = alindigi  saghkhi 11
vericiden heparinlenmis bir enjektsre 10 ml kordon kam alinarak Pamukkale
Universitesi Histoloji Embriyoloji Ana bilim Dali’na getirildi. ]

Laminar flow i¢erisinde, kordon kani ile fosfat buffer salin (PBS) ile 1:1 oraninda
diliie edildi. 10 ml ficoll bir tiip icerisine konuldu, daha sonra 10 ml kordon kani ficoll
lizerine yavag yavag ilave edilip, sogutmali santrifiijde 2500g de 20 dakika santrifiij
edildi.

Ustte plazma ve plateletler, altinda mononiikleer hiicre tabakasi adi verilen kok
hiicre ve 16kositleri igeren tabaka, onun altinda ficoll ve en alt ‘tabakada ise eritrositler

bulunacak sekilde bir gradientlenme olusturuldu.

3.2. Immiinohistokimyasal Boyama

Mononiikleer hiicre tabakas: dikkatli bir sekilde toplandi, sitosantrifiijleme yapilarak
lamlara hiicreler diisiiriildii ve sirasiyla su islemler uygulandi.
a. Lamlarin {izeri asetonla tamamen kapatild1 ve +4 °C’de 10 dakika bekletildi.
b. Lamlar 3 defa 2-3 dakika PBS ile bekletildi.
. % 30’luk H;0O,: Metanol (1/9) ile 10 dakika bekletildi.
. Lamlar 3 defa 2-3 dakika PBS ile bekletildi.
e. Lamlarin {izeri bloklama soliisyonu ile kapatilarak oda sicakhiginda 10 dakika
bekletildi.

f. Lamlar lizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece +4 °C’de over

o o6

night yapildi. Bu ¢alismada kullanilan embriyonik, mezenkimal ve hematopoetik
kok hiicre markirlan su sekildedir: SSEA-1, SSEA-3, TRA-1-60, TRA-1-81,
NANOG, OCT3/4, CD34, CD 45, CD73, CD105 ve STRO-1.

g. Lamlar 3 defa 2-3 dakika PBS ile bekletildi.
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h.Lamlara primer antikorlarla reaksiyon veren, biotinlenmis afiniteye sahip
sekonder antikor damlatilarak 10 dakika bekletildi. |

i. Lamlar 3 defa 2-3 dakika PBS ile bekletildi.

j. Lamlara biotinlenmis-sekonder antikorlara kolayca baglanabilen horseradish
peroksidaz konjugat: streptavidin (HRP-SA) damlatilarak 10 dakika bekletildi.

k. Lamlar 3 defa 2-3 dakika PBS ile bekletildi.

1. Lamlar kromojen boyast DAB ile 10 dakika muamele edildi.

m. Lamlar distile su ile yikandi.

n. Hemotoksilen ile lamlara zit boyama yapildi ve lamlarin iizeri entellan ile

kapatilarak, mikroskopta degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda CD34 Ifadesi
Tiim mononiikleer hiicreler igerisinde CD34 ifade eden hiicreler oldukc¢a az

sayidaydi. Bu hiicrelerde boyanma niikleerdi. Olduk¢a seyrek olarak izlenen bu

hiicrelerin bazilarinda reaksiyon digerlerine gore daha kuvvetliydi (Resim 1).

4.2. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda CD73 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerden higbiri CD73 i¢in pozitif reaksiyon gostermedi (Resim 2).

4.3. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda CD45 ifadesi
Hiicrelerin ¢ogu CD45 ile pozitif reaksiyon gosterdi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri yogun

boyanma gosterirken, sitoplazmalar zayif boyanma gosterdi. Pozitif reaksiyon gésteren

hiicrelerin bazilarinda, reaksiyon digerlerine gére daha kuvvetliydi (Resim 3).

4.4. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda CD105 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerden ¢ok azinda CD105 i¢in zayif pozitif boyanmaya rastlandi,

boyanma sitoplazmikti (Resim 4).

4.5. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda Nanog Ifadesi
Mononiikleer hiicrelerden higbiri Nanog i¢gin pozitif reaksiyon gostermedi (Resim 5).

4.6. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda Oct3/4 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerden higbiri Oct3/4 igin pozitif reaksiyon gostermedi (Resim 6).

4.7. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda SSEA-1 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerin ¢ogunda SSEA-1 igin pozitif reaksiyon izlendi. Boyanma

¢ekirdekte kuvvetli, sitoplazmada ise orta yogunluktaydi. Cekirdek ve sitoplazmik
boyanma gostermeyen hiicrelerde ise zayiftan orta yogunluga dogru degisen hiicre zar

boyanmasi izlendi (Resim 7).

4.8. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda SSEA-3 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerinin bazilarinda SSEA-3 i¢in sitoplazmik boyanmalar gézlendi

(Resim 8).

4.9. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda STRO-1 ifadesi
Pozitif reaksiyon gosteren mononiikleer hiicrelerde boyanma farklilik gosteriyordu.

Bazilarinda kuvvetli ¢ekirdek boyanmasi gosterirken, bazilarinda orta derecede

sitoplazmik boyanma izlendi (Resim 9).
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4.10. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda TRA-1-60 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerin bazilarinda zayif ve orta yogunlukta olmak iizere

sitoplazmik boyanmalar g6zlendi (Resim 10).

4.11. Mononiikleer Hiicre Tabakasinda TRA-1-81 ifadesi
Mononiikleer hiicrelerin higbirinde TRA-1-81 i¢in pozitif reaksiyon izlenmedi

(Resim 11).

4.12. Istatistiksel Analiz
Yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda hiicreler pozitif ve negatif olarak

degerlendirilip (Tablo ve grafik 1 ) ve istatistiksel analizi ki-kare testine gore yapildi.

Hiicrelerin Pozitif boyanmas: agisindan anlamli bir fark oldugu goriildii.

Tablo 4. Immiinohistokimyasal boyamalara gére pozitif ve negatif hiicre say1s1

Pozitif Hiicre Negatif Hiicre Sayis1 Toplam
Sayisi
Hematopoetik Kok 95 (30.9) 212 (69.1) 307
Hiicre Belirleyicileri
Embriyonik Kok 90 (12.0) 663 (88.0) 753
Hiicre Belirleyicileri
Mezenkimal K6k 6 (14.0) 37 (86.0) 43
Hiicre Belirleyicileri
Toplam 191 912 1103
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Grafik 1. Immiinohistokimyasal Boyamalara Gére pozitif ve Negatif Hiicre Oranlari



Resim 1

CD 34 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)

22




Resim 2

CD 73 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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Resim 3

CD 45 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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Resim 4

CD 105 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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Resim 5

Nanog ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)



Resim 6

Oct 3/4 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda gériilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)




Resim 7

SSEA-1 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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Resim 8
SSEA-3 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda gériilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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Resim 9

STRO-1 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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Resim 10

TRA-1-60 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)



Resim 11

TRA-1-81 ifadesi mononiikleer hiicre tabakasinda goriilmektedir.

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, x100)
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5. TARTISMA

Insan gobek kordonunda olgun hematopoetik progenitér hiicre varhif
1974 yilinda Knudtzon tarafindan gosterilmistir (Knudtzon 1974). Yaklasik on yil
sonra, Ogawa ve arkadaslar1 da Knudtzon’u destekleyen bir sekilde gobek kordonunda
progenitor hemapoetik hiicrelerin varligini bildirmistir. Ancak, 1989 yilina kadar gébek
kordon kanmi progenitdr hiicrelerin varligimin deneysel ve klinik ¢alismasi
yapilamamigtir. Broxmeyer ve arkadaslar1 1989 yilinda gobek kordon kaninin
hematopoetik k6k / progenitdr hiicrelerden zengin bir kaynak oldugunu deneysel olarak
gostermiglerdir. Aymi yil, Gluckman ve arkadaglar1 ilk olarak hemapoetik hiicre
naklinde kemik iligi yerine gobek kordon kamimi kullandiklarini bildirdiler. Bu
bildirimden sonra gobek kordonuna ilgi olduk¢a artmistir. Pek cok hastada ve hastalikta
g6bek kordon kami taransferi yapilmistir. Kordon kani daha ¢ok ¢ocuk hastalarda
kullamlmugtir. Lenfoid ve myeloid 18semi, Fankoni anemisi, Aplastik anemi, Hunter
sendromu, Wiskott-Aldrich sendromu, Beta-talesemi énd noroblastoma gibi genetik ve
hematolojik hastaliklarda g6ébek kordon kani kullanilmaya baslanmistir (Gluckman vd.
1993, Rubinstein vd. 1995). Bu calismalar kordon kami bankacilifinin temellerini
atmisgtir.

Kordon kami kok hiicreleri yavas bir hiicre boliinme siklusuna sahiptir. Ancak
biiylime faktérlerinden gelen sinyallere g¢abuk yanit vererek hizlica gogalabilirler. Bu
faktorler granulosit-makrofaj koloni uyaran faktor (GM-CSF), makrofaj uyaran faktor
(M-CFS), Granulosit uyaran faktér (G-CSF), interlokin (IL-3), -eritropoetin,
trombopoetin, sitokinler, stem cell faktér ve Flt3- liganddir. Kordon kani koék hiicrelerin
¢ogalmasi ve yayillmasinm arastiran ¢aligmalar olduk¢a siirli sayidadir ve bu hiicrelerin
kendi kendilerini ¢ogaltma mekanizmalar aydinlatilamamistir. Baz1 arastirmalar kordon
kanm1 ko6k hiicrelerin kendi kendini ¢ogaltmasinda embriyonik kok hiicrelerde oldugu
gibi Oct4, Sox-2 gibi hiicre igi molekiillerin rol oynayabilecegini ileri stirmiislerdir
(Mayan1 vd. 1998).

Gobek kordonu kok hiicrelerinin islevininin daha iyi anlagilabilmesi ve klinik
kullaniminin daha verimli olabilmesi i¢in biyolojik ozelliklerinin bilinmesi nemlidir.
Bu caligmada gobek kordonu kok hiicrelerinde embriyonik, hematopoetik ve
mezenkimal kok hiicre ifadesinin immunohistokimyasal olarak aragtirilmasi

amaglanmgtir.



Gobek kordonu kok hiicreleri, periferik kan kok hiicreleri ve kemik iligi kok
hiicreleri genel olarak otolog hematopoetik kok hiicre kaynaklaridir. Ancak kordon
kaninin diger kaynaklardan daha fazla sayida kok hiicre icerdigi bildirilmektedir
(Bhartiya vd. 2011).

Gobek kordon kami kok hiicreleri kemik iligi kok hiicrelerine oranla daha yiiksek
kapasitede ¢ogalabilme 6zelligine ve buna kargin daha diisiik immunolojik reaktiviteye
sahiptir. Bu nedenle nakillerde Graft-versus-host hastalig (GVHH) daha dusiik
orandadir (Broxmeyer vd. 1989, Yu vd. 2001, Ballen 2005, Schoemans vd. 2006,
Brunstein vd. 2007, Hwang vd. 2007, Broxmeyer 2010). Agir immiin yetmezlik olan
farelerin kemik icine bu hiicreler nakledildiginde, bu farelerde kemik dokunun yeniden
olustugu izlenmistir (Mazurier vd. 2003, Wang vd. 2003). Delaney ve arkadaslar1 2010
yilinda yetiskin kemik iligi HKH'lerine alternatif olarak kordon kam kok hiicrelerinin
klinikte kullanilabilecegini bildirmistir. Klinikte daha ¢ok izole edilen ve kullamlan
hiicreler CD34+ ve CD38- dir. Sitokin uygulamasina takiben bu hiicrelerin sayilari
gbek kordonunda kemik iligi ve periferik kandakine oranla daha yiiksektir (Pappa vd.
2009). Gobek kordonu kaninda hematopoetik kok hiicrelerin yanisira mezankimal kok
hiicrelerinde oldugu ve in vivo gogaliminda bu mezankimal hiicrelerinde etkin rol
oynadig1 gosterilmistir (Javazon vd. 2004, Wang 2003, Weiss vd. 2006, Secco vd.
2008). Mezenkimal k&k hiicrelerin kordon kanindaki miktar1 diisiiktiir. Bieback ve
arkadaglar1 2004’de topladiklar 6rneklerin sadece iigiinden mezankimal kok hiicreyi
elde etmeyi basarabilmislerdir.

Kordon kam kok hiicreleri basal diizeyde OCT4, Nanog, SSEA-3 ve SSEA-4 gibi
embriyonik kok hiicre belirteglerini ifade ederler (Zhao vd. 2006). Kordon kanindan iki
asamal1 izolasyonda erirtrositeler parcalanmus ve geri kalan hiicreler flow sitometri
yardimyla tiplendirilmistir. Tiplendirilen bu hiicreler CXCR4+, CD133+, CD34+, Lin-
ve CD45- dir.

Zuba-Surma ve arkadaslar1 kordon kaninda 3-5 mikron ¢apinda ve OCT-4, Nanog ile
SSEA-4 ifade eden ¢ok kiiciik embriyonik benzeri hiicreler (very small embryonic-like
kok hiicreler, VSELs) olarak adlandinlan hiicreleri tamimlamuglardir (Kucia ve
arkadaglar1 2007, Zuba-Surma vd. 2010). VSELs hiicreler kemik ilifinde azdir ve
bunlarin olasilikla primordial germ hiicreleriyle iligkili oldugu diistiniilmektedir. Bu
hiicreler mezankimal k&k hiicrelerle karsilastinldiginda gok kiigiiktiirler buna karsin
cekirdekleri agik tipte kromatin igerir ve sitoplazmay1 hemen hemen kaplar durumdadir
(Bhartiya vd. 2010, Parte vd. 2011).
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Bu kii¢iik hiicrelerin Varllginl bildiren bir diger ¢alismada Bhartiya ve arkadaslarinin
2011 yilinda Stem cell ve Development dergisihde yayinlanmistir. Bhartiya ve
arkadaslan1 yaptiklar1 ¢alismada insan gobek kordonunda hemapoetik onciil hiicreler
disinda ¢ok kiigiik hiicrelerin varhigimida gostermislerdir. Bu ¢alismada hem kiigiik
embriyonik benzeri hiicreler (VSELs) hem de hemapoetik hiicrelerdeki Oct4, SSEA-4
CD34 ve CD 45 ifadeleri incelenmistir. Calismaya gore tiim hiicreler CD34 i¢in pozitif
bulunmustur. Oct4 ise VSELs hiicrelerde niikleer boyanma gosterirken hemapoetik
hiicrelerde éitoplazmik boyanma g6stermistir. Benzer boyanma SSEA-4'te de
izlenmistir. CD45 hemapoetik hiicrelerde pozitifken VSEL hiicrelerde negatif olarak
izlenmistir. Kendi kendine ¢ogalmada SCF/c-kit ve FL’nin etkili olabilecegi yoniinde
goriisler bulunmaktadir.

Biz ¢alismamizda embriyonik /puliripotent, mezenkimal ve hemapoetik 6nciil kok
hiicre belirte¢lerini kullandik. Bizim sonuglarimizda embriyonik /puliripoteht kok hiicre
belirteglerinden yalnizca SSEA-1 ve TRA-1-60 pozitif reaksiyon gosterdi. SSEA-1
kuvvetli boyanma gosterirken TRA-1-60 yalnizca zayif sitoplazmik reaksiyon gosterdi.
Mezankimal kok hiicrelerden CD105 ve STRO-1°de, hematopoetik kok hiicre
belirte¢lerinden CD45 ve CD34’de pozitif reaksiyon izlendi.
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6. SONUC

Gobek kordon kant mononiikleer hiicrelerinde CD34, CD73, CD45, CD105, Nanog,
Oct3/4, SSEA-1, SSEA-3, STRO-1, TRA-1-60 ve TRA-1-81 ifadeleri
immiinohistokimyasal olarak incelendi.

CD73, Nanog, Oct3/4 ve TRA-81 mononikleer hiicrelerde pozitif reaksiyon
gostermezken, CD34, CD105, CD45, SSEA-1, STRO-1, SSEA-3 ve TRA-1-60 pozitif
reaksiyon gosterdi. ‘

CD34 mononiikleer hiicrelerin az bir kisminda pozitif reaksiyon verdi ve boyanmalar
niikleerdi. CD45 i¢in pozitif olan hiicrelerin ¢ekirdekleri yogun, sitoplazmalari ise zayif
boyandi. Cok az hiicrede CD105 ifadesi vardi ve zayif pozitif bayandi. SSEA-1 ve
STRO-1 ile pozitif reaksiyon veren hiicrelerin ¢ekirdekleri kuvvetli, sitoplazmalar orta
yogunlukta boyandi. TRA-1-60 ile pozitif reaksiyon veren hiicrelerde zayif ve orta
yogunlukta sitoplazmik boyanmalar vardi. SSEA-3 ise mononiikleer hiicrelerde
sitoplazmik olarak boyandi.

Yapilan istatistik analiz sonucunda (P<0.001) mezenkimal ve kok hiicre belirteglerini
eksprese eden hiicrelerin oraninin embriyonik kék hiicre belirteglerini eksprese eden
hiicrelere oranindan biraz daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Klinikte genis kullanim alam olan gbek kordon kam progenit6r/ kok hiicrelerin
biyolojik &zelliklerinin bilinmesi klinik ¢aligmalarda onemli olacaktir. Biz bu ¢aligmada
daha sonra yapacagimiz ¢aligmalara temel olusturmas: i¢in &ncellikle gébek kordon
kaninin immunolojik 6zelliklerini belirlemeye ¢alistik. Gobek kordon kam kok hiicre
eldesi yoniinden kolay ve pratik bir kaynaktir. Embriyonik/ pluripotent, hematopoetik
ve mezensimal kok hiicre belirteglerini inceleyen galisma ¢ok azdir. Bu ¢alismada bu

belirtegler ilk kez immunohistokimyasal yéntemle belirlenmistir.
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