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OZET

ADIPOZ DOKU KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE KULTURLERINDE
HUCRE YUZEY MARKIRLARININ IMMUNOSITOKIMYASAL
DEGERLENDIRMESI

Gulsemin Cigek, Tipta Uzmanhk Tezi, Konya 2017

Adipoz doku kaynakli stromal kok hiicreler kendini yenileyebilen, ¢ogalabilen,
farklilasabilen, multipotent hiicrelerdir. Organizmada hasarlanan dokularin in vivo tamir
mekanizmasinda rol oynayan mezenkimal kok hiicrelerin farkli kaynaklar1 olabilmektedir.
Yag dokusu eldesi bulundurdugu kok hiicre sayisi agisindan en ¢ok tercih edilen kaynaktir.
Erigkin insanda yag dokusunun barindirdig1 stromal vaskiiler fraksiyonda preadipositler,
mezenkimal kok hucreler, endotelyal hicreler, makrofajlar ve duz kas hicreleri bulunur.
Etkinligi bir ¢ok rejeneratif tamirde ifade edilen kok hiicrelerin in vitro kosullarda
kiiltirleri yapilmaktadir. Kiiltiirde plastige yapisabilen kok hiicreler igsi bir morfoloji
gosterirler. Kiiltiire ekilen hiicreler 6zelliklerini koruyarak sayica ¢ogalirlar. Hucresel
tedavilerde tedavinin etkinligi i¢in yiiksek hiicre sayisina ulasmak gerekmektedir. Hiicre
sayisi artigt ise ancak ilerleyen kiiltiir pasajlari ile saglanabilmektedir. Bununla beraber yag
dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin spesifik ylizey belirteglerinde ilerleyen
kiltiir pasajlarinda azalma olup/olmadig1 diisiiniilmektedir. Bunun manast kok hiicre
etkinliginin azalmasidir ve bu da tedavinin etkinliginin azalmasma sebep olabilir. Bu
aragtirmada ilerleyen kok hiicre kiiltlir pasajlar1 sonucu elde edilen kok hiicre yiizey
belirteclerinin  durumunu immunositokimyasal yontemlerle ortaya koymaya c¢alistik.
Calismamizda liposuction yontemiyle alinan insan kaynakli yag dokusundan mezenkimal
kok hicre elde edildi. Kok hiicrelerin kiiltiirleri yapildi ve ilerleyen 3 pasajda
immunositokimyasal olarak yiizey markerlar1 degerlendirildi. Ayrica embriyonik markerlar
acisindan da immunositokimyasal olarak boyama yapilarak degerlendirme yapild.

Ilerleyen pasajlarda yiizey markirlar1 agisindan anlaml bir farklilik saptanmadh.
Anahtar kelimeler: Yag dokusu, mezenkimal kok hiicre, immunositokimyasal boyama

NEU BAP Destek Numarasi: 171518011



ABSTRACT

IMMUNOCYTOCHEMICAL EVALUATION OF CELL SURFACE MARKERS IN
ADIPOSE TISSUE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELL CULTURES

Gulsemin Cicek, Uzmanlik Tezi, Konya 2017

Adipose tissue-derived stromal stem cells are self-renewal, proliferated, differentiated and
multipotent cells. There are different sources of mesenchymal stem cells that play a role in
in vivo repair mechanism of damaged tissues in organism. Adipose tissue is the most
preferred source for the number of stem cells that have obtained. The stromal vascular
fraction harbored in the adult human fat tissue contains preadipocytes, mesenchymal stem
cells, endothelial cells, macrophages and smooth muscle cells. The activity is cultured in
vitro conditions of stem cells expressed in many regenerative repairs. stem cells are
capable of adhering to plastic culture show fusiform morphology. Cultured cells multiply
in number while maintaining their properties. Cellular therapies require high cell counts for
the efficacy of treatment. The increase in the number of cells can only be achieved by the
progressive culture passages. However, mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue are thought to be reduced in specific culturing passages in specific surface markers.
The means of this reduction is the reduction of stem cell activity, which may lead to a
reduction in the effectiveness of the treatment. Our main purpose in advancing stem cell
research is to study the status of the culture as a result of the passage of stem cell surface
markers obtained with immunohistochemical methods revealed. In our study, stem cells
were obtained from human fat tissue obtained by liposuction method. Stem cells were
cultured and surface markers were evaluated immunocytochemically in the following 3
passages. In addition, embryonic markers were also evaluated by immunocytochemical
staining. There was no significant difference in the surface markers in the progressive

passages.

Keywords: Adipose tissue, mesenchymal stem cell, immunocytochemistry stain
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1. GIRIS ve AMAC

Hicresel tedavilerin giin gectikte, klinikte birgok hastalik grubunda kullanimi artmistir.
Bununla birlikte, konu ile ilgili hayvan deneyleri, preklinik ¢alismalar ve faz galismalari
ihtiyaci da giderek artmaktadir. Kullanim alanmin g¢ok genis olmasi ve c¢alisilacak
yontemlerin yelpazesinin genis olmasi sebebiyle sonuca ulasamamis ve halen tartigilan

bir¢ok nokta bulunmaktadir.

Kok hiicre calismalart ile ilgili; kok hiicrelerin elde edilme kaynagi, elde edilme
yontemleri, uygun laboratuar kosullar1 altinda ¢ogaltilmalari, elde edilen tedavi iiriiniiniin
guvenilirligi, kullanim dozlari, viicuda verilis yontemi ve yollari, terapi sonrasi etkinligi ve

giivenilirligi de dahil olmak iizere bir¢ok konuda aragtirmalar devam etmektedir.

Butiin bu sayilan kosullar altinda standardizasyon saglama geregi dogmustur. In vitro
kosullarda c¢ogaltilip hazirlanan kok hiicrelerin sayica c¢ogalmalar1 i¢in pasajlanmalari
gerekmektedir. Terapi amagli verilen hiicrelerin sayisal miktar1 ¢aligmalarda degisiklik
gosterse de; istenilen miktarlara ulasmak i¢in zaman ve ileri pasajlanma gerekmektedir. Bu
durumda akla gelen hiicrenin etkinliginde fenotipinde degisiklik olup olmayacagidir;

¢linkii standardizasyon ve giivenilirlik a¢isindan bu oldukca 6nemlidir.

lleri pasajlama diginda ele alinmasi gereken konular arasinda hiicre kiiltiirii sartlarinm

optimizasyonu, yas ve hasta faktorii gibi bircok konu yer almaktadir.

Amacimiz, ilerleyen pasajlarda kok hicrelerin - fenotiplerini inceleyip yizey

markerlarinda degisiklik olup/olmayacagini degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. KOK HUCRELER
2.1.1. Kok Hiicre Tanimi ve Kok Hiicre Cesitleri

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

Ozelliklerine gore siniflandirilirlar:

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

giin igerisinde olusan bu hiicreler totipotent kok hiicrelerdir.

2. Pluripotent: Dollenmeden sonraki 5. giinden sonra olusan hiicreler viicuttaki tim
hlcrelere doniisebilme potoansiyeline sahip olsa da; ancak tek basina bir canliyr meydana
getiremezler. Bu hucrelere ’pluripotent hiicre’” adi wverilir. Blastosist asamasindaki
embriyoda i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler ve embriyonik kok hiicre adini alirlar.
Proliferasyon kapasiteleri cok yuksektir. Her 3 germ tabakasina da (mezoderm, endoderm,
ektoderm) farklilasabilirler. Ortalama 200 ¢esit hiicre tipine farklilasabildikleri anlamina

gelir.

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

Cok sayida hiicre tipine farklilasabilmektedirler.

Unipotent hicreler: Yalmiz 1 g¢esit hiicreye dontisebilme  kapasitesine

sahiptirler(Sags6z ve Ketani, 2008).

-

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

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

Kok Hucre Plastisitesi

Belli bir dokudan almman kok hiicrelerin farkli dokuya ait kok hiicrelere
farklilagabilmeleri plastisite olarak tanimlanir. Olusan yeni hiicreler tek seriden gelisen
homojen bir topluluktur ve terapotik amach verildiginde alici dokuda islevseldir. Ornegin;
yapilan calismalarda kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin miyosit, hepatosit,
noronal hiicre ve renal hiicreye farklilasabildigi gosterilmistir (Eglitis ve Mezey, 1997;
Orlic ve ark., 2001; Bai ve ark., 2003; Itescu ve ark., 2003; Masuya ve ark., 2003; Wang ve
ark., 2003).

Plastisiteyi belirleyen sartlari sayacak olursak; tek bir hiicrenin birden fazla hiicre
soyuna ayrilmasi, farklilasmamis hiicrelerin in vitro ve in vivo fonksiyonel olabilmesi ve
olusan hiicrenin saglam ve kalic1 olmasidir (Lakshmipathy ve Verfaillie, 2005). Deneysel
olarak hiicrelerin kimliklerinin degismesi olarak goriilebilen in vitro plastisite ¢alismalari
aslinda normal fizyolojide hiicrenin ¢evredeki degisikliklere ve sinyallere dogal yanitinin

bir benzeridir (Merrell ve Stanger, 2016).



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

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

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

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

MKH’ ler kiiltiirde ¢ogaltildiklarinda plastige yapisma 6zelligi gosterirler ve fibroblast
benzeri igsi fuziform sekildedirler. Nukleus yerlesimleri simetriktir. Uluslararas1 Kok

Hiicre Arastirma Komitesinin (ICST) belirledigi MKH ozellikleri;

1. Hiicre kiiltiir ortaminda kiiltiir kabina yapisabilen igsi fibroblast benzeri Ozellikte

olmalan

2. MKH’lerde eksprese edilen ylizey isaretleyicileri CD105, CD73, CD90, CD44 ve
eksprese edilmeyen (hematopoetik spesifik markerlar) CD45, CD34, CD11b, CD14,
CD31, CD79A, HLA-DR dir

3. Adiposit, osteosit ve kondrositlere farklilasma kapasitesi, gostermelidir (Volarevic ve
ark., 2017).

2.2.2. MKH Yiizey Ekspresyonlari

Hicrelerin yizeyinde, hiicresel yapisma molekiilleri olarak rol oynayan veya hiicre
sinyal yolaklar1 iizerinde etkili ’CD’’ olarak adlandirilan farklanma kiimeleri (Cluster of
Differentation) vardir. Mezenkimal kok hicrelerin belirli yuzey belirtecleri eksprese

ettikleri gosterilmistir (Baer ve Geiger, 2012). Bunlar hiicre tlrline gore ¢ok 0zgiin veya

3



yaygin belirtecler olabilir.insan mezenkimal koék hiicreleri HLA-ABC ekspresyonu
gosterirken; HLA-DR ekspresyonu gostermezler. Mezenkimal kok hiicrelerde baglica
pozitif yuzey belirtecleri CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 iken; CD34 (hematopoetik
kok hucre belirteci), CD45 (lokosit belirteci), CD19 (B lenfosit belirteci) , CD14 (monosit
ve makrofaj belirteci), CD11b (monosit ve makrofaj belirteci) gibi ylzey belirtegleri
eksprese etmezler. Bunlar daha ¢ok hematopoetik kok hiicrelere 6zgudur (Bourin ve ark.,
2013). CD105 (endoglin) hiicre yiuzeyinde bulunan tip 1 membran glikoproteinidir ve
TGF-b reseptor kompleksinin Gyesidir. CD105 siklikla endotel hiicreleri ile birlikte
bulunur. CD166 (ALCAM-aktif Iokosit adezyon molekili); spesifik SB-10 antijeni olarak
tanimlanmistir ve diferansiye olmamis mezenkimal hiicrelerde bulunur. CD44 antijeni
hicre ylzey glikoproteinidir ve hiicreler arasi iletisim, adezyon , migrasyonda rol oynar.
CD90 (Thy-1) timosit antijendir ve hicre yuzeyinde GPI (glikozilfosfotidilinositol)
bagimli olarak yer alir. Yizey Dbelirteclerinden laboratuvarlar guvenilir olarak
calisabildiklerini secip, kiiltiir ortaminda c¢ogalttiklar1 hiicrelerin  MKH oldugunu
dogrulamak icin kullanmaktadir. Bu molekiiller adezyon ve stromal o&zellikleri

tamimlamaktadir (Haasters ve ark., 2009).

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

bulunmamaktadir.

2.2.3. MKH Kaynaklan

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

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

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

iyiyken; kollajen iretiminde daha zayiftir. ADSC’lerin uzun suren kulturlerde daha



dayanikli oldugu, daha az senesence gozlendigi ve proliferasyon kapasitesini korudugu

gozlenmistir (Strioga ve ark., 2012).

2.2.4. MKH Etkileri
MKH Farkhilasma Potansiyeli

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

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

ileri surtilmektedir (Baer ve Geiger, 2012).

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

Periferik sinir rejenerasyonu, hepatik rejenerasyon, insilin Ureten islet hiicre rejenerasyonu
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, myokard infarktistinin fonksiyonel tamiri ve renal fonksiyonlarin diizelmesi yapilan in
vivo calismalarda gosterilmistir. Yapilan in vivo g¢alismalar farklilasmamis MKH’lerin

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

THE MESENGENIC PROCESS
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Sekil.3. Kok hiicre farklilagsma kapasiteleri (Turksen, 2009)

MKH immunmodulator Etkileri

Farklilagsma potansiyelinin yani sira MKH'ler, immiin aracili hastaliklarin tedavisinde
yararli terapdtik etkileri i¢in 6nemli olan en az iki 6zellik daha sahiptir: dokularin hasar
gordiigli bolgeye gidis ve immiin cevabin modiilasyonu. MKH lerin immunmodulator
etkileri heniiz tamamen aydinlatilmamistir. MKH yarali dokuya yapisir. Doku hasarindan
sonra ve enflamasyon sirasinda salinan inflamatuar sitokinler (tumor nekroz faktoru-alfa
(TNF-a), interlokin (IL) -1, interferon-gama (IFN-y), yuvarlanma ve gog¢l yoOnlendiren
adezyon molekiillerinin hiicre yilizeyi ekspresyonunu indiiklenerek MKH ‘nin ekstraseliiler
matrikse yonlenmesi saglanir. Inflamasyonun baslangicinda, inflamatuar mediatorlerin
(IFN-y, TNF-a ve IL-1B) diisiik seviyelerde varliginda, MKH'ler proinflamatuvar fenotipi
benimser, notrofillerin  aktivasyonunu ve migrasyonunu uyaran biyik miktarda
proinflamatuar sitokinler ve kemokinler iiretir. inflamasyonun ge¢ fazinda ise yiiksek
miktarda sitokinlerin salimmiyla MKH dokuya girdiginde; antiinflamatuvar bir fenotip

kazanir ve inflamatuvar fonksiyonlarin baskilanmasiyla birlikte doku tamiri ve
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homeostazisle sonuglanir (Volarevic ve ark., 2017). T ve B hiicre cevaplarini da
etkilemektedir (Uccelli ve ark., 2006). T hticre proliferasyonunu, sitokin sekresyonunu
sitotoksisteyi baskilar ve Th1/Th2 dengesine katkida bulunur (Siegel ve ark., 2009). Treg
hicrelerini de regule eder. B hicrelerinin viabilitesini arttirir; ancak onlarin
proliferasyonlarini inhibe edebilir. B hiicrelerinin ko-stimulator molekillerinin Gretimini
ve antikor sekresyonunu etkiler. Dendritik hiicrelerin antijen sunumunu, maturasyonunu ve
aktivasyonunu inhibe eder (Gao ve ark., 2016). Sonu¢ olarak MKH’ler ortamda guclu
inflamasyon varliginda immunsupresif, aksine zayif inflamasyon varliginda immun cevabi

arttirir nitelikte davranirlar.

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

bir¢ok hastalikta immun cevabi regiile ettigi gosterilmistir (Gao ve ark., 2016).

MKH Parakrin Etkileri

Kok hiicre biyolojisini anlamada biyolojik olarak aktif mediatorlerin salinimini ve
eksprese edilmesini gostermek onemlidir. Parakrin sitokinlerin saliniminin aktiflenmesi
icin hiicre i¢inde bulundugu ortamdan etkilenmesi ile veya ortama saldigi kendi
mediatorleri ile olabilir. Bu yiizden igerisinde bulunduklart mikrogevrenin kimyasal ve
fiziksel Ozellikleri kok hicrelerin kaderi agisindan ¢ok onemlidir. EK olarak patolojik
durumlarda da parakrin mediatorlerin etkileri vardir. Doku hasarina yanit olarak ortaya
c¢ikan parakrin faktorlerin salinimi endojen tamir ve rejenerasyon mekanizmalarini aktive
eder ve hicrenin hayatta kalmasini etkiler. Kok hiicreler ve Onciil hiicreler ¢ogalma ve
farklilagma arasindaki dengenin saglanmasiyla yasamin devami i¢in dokuyu korurlar.
Erigkin kok hiicreden salinan faktorler parakrin mekanizmalar ile kok hiicre mobilizasyonu
sonrasi gozlenen onarici siirecte dnemli bir rol oynamaktadir ve bu hipotezi destekleyen

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

Mezenkimal kok hicrelerden kaynakli ekstraseliiler vezikiil (EV)’ler bircok hastalikta
tedavi edici Ozelligi bulunan yapilardir. Hucreler tarafindan sekrete edilen EV’ler
genellikle mikrovezikiil, hiicre kokenli vezikiil, mikropartikiil, salinan vezikiil ve eksozom
olarak adlandirilirlar. EV ‘ler hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde hiicreler arasi
iletisimde dnemli mediatorlerdir. Hiicre tiplerine ve fizyolojik sartlara gore vezikiil igerigi

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



kargo gibi proteinleri, RNA’ lar1 ve tanimlanmamis bazi molekiilleri biinyesinde barindirir.
EV igeregi dokudaki hiicrelerin proliferasyonunu desteklerken, apoptozisin inhibisyonunu
intraseliiler sinyal yolaklarina etki ederek saglarlar (Abels ve Breakefield, 2016).
Mikrovezikiller; trombositler, endotelyal hiicreler, eritrositler, monositler, lenfositler ve
l16kositler gibi ¢esitli hiicrelerden aktivasyonla ya da apoptozisle salinir. Bu EV lerden 50-
200 nm capinda olanlara eksozom denmektedir ve eksozomlar da hiicreler arasindaki
iletisimde 6nemli rol oynarlar (Katsuda ve Ochiya, 2015). Bununla birlikte MKH"ler
tarafindan salgilanan sitokin ve biiyliime faktorlerindeki degisimler dokuda yerlesik olarak
bulunan (go¢ etmeyen) hucrelerin fonksiyonunu etkileyebilir; hatta etkileri MKH ortadan
kaybolduktan sonra bile devam eder (Hoogduijn ve ark., 2016). intravendz yolla verilen
kok hiicreler bobrek, akciger, karaciger gibi organlara giriste boyutlar1 sebebiyle sikisma
yasasalar da; onlardan salinan eksozomlar ilgili organlara gidip orada etki edebilirler

(Riazifar ve ark., 2017).

2.2.5. MKH’ lerin Klinik Kullanim

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

baskiliyiciya gerek kalmamaktadir.

Hiicre bazli tedavilerde otolog kemik iligi kaynakli MKH ile ozellikle de sayisal
olarak kemik iligine nazaran ¢ok daha bol MKH barindiran yag dokusu tercih
edilmektedir. MKH’ler hasarli dokuya go¢ etmeleri, doku rejenereasyona destek olmalari,
immunmodulator 6zellikte olmalar1 nedeniyle; in vitro kosullarda ¢ogaltilip klinik olarak
kullanilabilmektedir. MKH’lerin sitokin, kemokin ve bulyime faktorlerinin parakrin
sekresyonunu yapma kapasiteleri onlar klinik olarak ¢ok daha c¢ekici bir hale getirmistir.
Dahasi; anti-apoptotik, anti-inflamatuvar, proanjojenik ve immunmodulator etkileri
gosterilmistir. Birlesik Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii internet sayfasinda yaklasik 130
adet aktif klinik ¢alisma listelenmistir. MKH’lerin hem immun hem de immun olmayan
birgok hastaligin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. MKH’lerin onarici etkilerinin
preklinik ve Kklinik modellerde gosterilmesiyle, yara iyilesmesinde kritik role sahip
olduklar fikri gliglenmistir (Squillaro ve ark., 2016).



Immiin sistem hastaliklarinda da MKH’lerin immiin cevabi giiclii bir sekilde
diizenleyen etkileri gosterilmistir. Ornegin kemik iligi transplantasyonu sonrasi gelisen
Graft-Versus-Host Hastaligi (GVHH)’da 6zellikle steroid direnci olan hastalarda basarili
bir sekilde tedavi sagladig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda Sistemik Lupus Eritematozus
(SLE) ve Crohn Hastaliinda da, hem otolog hem de allojenik MKH terapisinin
inflamasyonu baskiladig1 ve regiilatuar T hiicrelerinin indiiklenmesiyle bobrek ve barsak
hasarmi azalttigi gosterilmistir (Dhere ve ark., 2016). Multipl Sklerozis (MS) ve
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)’de de benzer immunmodulator etkileri oldugu
gosterilmistir (Petrou ve ark., 2016; Tejedor ve ark., 2016).

Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Kullanimi

Son yillarda kardiyovaskiiler ve myokardiyal doku rejenerasyonunda hiicresel terapiler
daha genis bir yer almaya baslamistir. MKH’lerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
kapasitelerinin  yam1 sira myojenik kapasiteye sahip olmast myokard iskemi
rejenerasyonunda  6nemlidir. Kok hicrelerden  salgilanan  parakrin  faktorler
kardiyomyositlerde apoptozisi azaltir ve kardiyak kok hiicreleri aktive eder. Yapilan
calismalarda; iskemik kalp hastaligi ve kronik kalp hastaliginda intrakoroner kok hiicre
enjeksiyonundan haftalar sonra kardiyak fonksiyonlarin ve beslenmenin iyi yonde gelistigi
gosterilmistir (Valina ve ark., 2007; Quevedo ve ark., 2009).

MKH ler; kardiyovaskdler sistem icin 6énemli olan kardiyomyosit, endotelyal hiicreler
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine farklilasabilirler (Fraser ve ark., 2006). Vaskdler
endotelyal growth faktér (VEGF), hepatosit growth faktér (HGF), insulin like growth
faktor (IGF-1) ve gesitli microRNA’lar gibi protektif maddeler sekrete ederler (Ikegame ve
ark., 2011). Miyokard infarktlsu; ilerleyici kardiyomiyosit kaybi ve ventrikiil
remodelingiyle birlikte konjestif kalp yetmezligiyle sonuglanir. MKH’lerden salgilanan
IGF-1 kardiyak hiicrelerde PI3K ve MEKI yolaklarin1 aktive derek antiapoptotik etki
gosterir (Mehrhof ve ark., 2001). Kardiyak remodeling kardiyak hipertrofi ve fibrozisle
karakterizedir. HGF; ADSC’ler tarafindan salinir ve antifibrotik 6zelliktedir. Ozetle MKH
ler antiapoptotik, anti-kardiyak remodeling ve anjiogeneziste 6nemli rol oynayarak

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

Norolojik Hastahklarda Kullanimi

Yapilan preklinik ¢alismalar MKH lerin néroinflamasyonu etkin bir sekilde baskiladig:
, norolojik fonksiyonel bozukluklara ait semptomlar: gerilettigi ve lokal lezyonlar1 azalttig1
gosterilmistir (Drela ve ark., 2013). Niifusun yaslanmasi ve diyabetteki artigla birlikte inme
hastalig1 (stroke) da ¢ok sik goriilmeye baslanmistir. inme sonrasi sadece noronlar degil;
ayni zamanda gliondrovaskiiler ortam dedigimiz hiicre dist matriks ortami da

etkilenmektedir.

Yine faz I ve II klinik calismalarinda kok hiicrelerin kullanim giivenilirligi ve uzun
stire etkileri tizerine durulmustur. Multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz, spinal kord
hasar1 gibi norolojik hastaliklari igeren klinik ¢alismalar mevcuttur (Squillaro ve ark.,
2016).
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Kas iskelet Hastahklarinda Kullanimi

Osteoartrit daha ¢ok yasli populasyonda goriilen agrili ilerleyici bir hastaliktir. NSAID
, steroid, hyaluronik aisid ve fizikoterapi gibi tedaviler daha gok semptomatik tedavilerdir.
Nihayetinde morbidite oran1 yiiksek diz ve kalga replasmanina ilerleyen bir siireg
mevcuttur. Yapilan hayvan c¢alismalar1 (Carter ve ark.,, 1998) ve ardindan insan
calismalarda kartilaj rejenerasyonunda MKH lerin basarili bir sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir (Westminster ve ark., 2008). Kok hucrelerden sekrete edilen sitokin,
kemokin, blytme faktorleri ve eksozomlarin ; ¢evredeki projenitor hiicreleri pozitif yonde
etkiledikleri ve bunun yaninda enjekte edilen kok hiicelerin de dokuya spesifik hiicrelere

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

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

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

Diger Klinik Kullanimlar

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

Yapilan faz I/II g¢aligmalarinda multipl sklerozda MKH’ler basarili bir sekilde
kullanilmigtir (Karussis ve ark., 2010; Yamout ve ark., 2010; Connick ve ark., 2011).
Connick ve arkadaglarinin yaptigi faz II ¢alismasinda progresif ilerlemis MS’li hastalarda

visual aktivitede ve gorsel uyarilmig yanitta iyilesme gosterilmistir (Connick ve ark.,
2011).

Bobrek transplantasyonu oOncesi otolog MKH enjeksiyonunun transplante edilen
organin disfonksiyonundan koruyabilecegi gosterilmistir (Perico ve ark., 2013). Yapilan
faz 11 calismalarinda son donem karaciger yetmezligi olan sirozlu hastalarda MKH
inflizyonunun serum bilirubin seviyelerini azalttigi ve albiimin seviyelerini arttirdig1

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

2.3. YAG DOKUSU

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

Viicudumuzda enerji depolama lipid damlaciklarinda trigliserit seklindedir.
Viicudumuzda lipid su icermeyen bir sekilde depolanirken; aksine karbonhidratlar suyla
birlikte daha agir bir formda depolanir. Lipidler karbonhidratlara nazaran 100 kat daha

fazla enerji depolayabilir. Cilt alt1 yag tabakasi cinsiyet ve yasa bagl olarak degismekle
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birlikte, tekdiize bir kalinlikta degildir. Ornegin; kadinlarda erkeklere nazaran umblikusun
altinda daha fazla yag depolanir (Koller ve ark., 2001).

Adipositlerin endokrin, parakrin ve otokrin fonksiyonlar1 vardir. Adipositler ve pre-
adipositler IGF-1, FGF ve transforming blytme faktorleri gibi blytme faktorleri Gretirler.
Adipositler tarafindan iiretilen sitokinler ve adiposit kaynaklit TNF-o’nin obezite ve tipll
diyabetle baglantisi vardir.

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

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

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

farklilagsmanin ¢esitli asamalarindaki onciil kok hiicreler ve perisitler bulunmustur.

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

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

2.3.1. Stromal Vaskuler Fraksiyon

Stromal vaskiler fraksiyon (SVF) , adipoz dokunun enzimatik ya da nonenzimatik
yolla ayristirilmastyla hiicrelerin izole edildigi heterojen bir karisimdir.Heterojen hiicre
populasyonunda  endotelyal  hucreler,  eritrositler,  fibroblastlar, lenfositler,
monosit/makrofajlar ve perisitler yer almaktadir (Frese ve ark., 2016). SVF Kklinik
uygulamalarda doku rejenerasyonu i¢in dogrudan kullanilabilmektedir (Riordan ve ark.,
2009).
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2.3.2. Enzimatik ve nonenzimatik SVF izolasyonu

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

filtrasyon laboratuardan laboratuara degisir.

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

izolasyon sistemleri de vardir.

Stromal  vaskiler  fraksiyonda; MKH’ler, hematopoetik  kok hiicreler,
monositler/makrofajlar, T hcreleri, perisitler, endotelyal projenitér hucreler yer

almaktadir.

Yag dokusundan kok hiicre elde etmede eksplant yontemi de kullanilabilir. Yag dokusu
kiiltiir kabina direk konularak ayn1 medyum igerikleri ile kiiltiire edilir ve kok hiicrelerin
yag dokusundan ¢ikis1 gozlenir. Daha sonra geriye kalan doku ortamdan uzaklagtirilir

(Koller ve ark., 2001).

Mesenchymal Stem/ Hematopoietic
Stromal cells Stem Cell

Endothelial %2 Monocyte/
progenitor cells Macrophages

Pericytes Regulatory T cells

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

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

hiicreler sifirinci pasaj hiicreleri olarak adlandirilir.

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

fibronektin gibi maddelerle kapli olabilir.

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

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

Kok hiicrelerin kiiltiir ortam1 onlarin hem beslenip, biiyiimesinde hem de biyolojik
etkilerini a¢i8a ¢ikarabilmeleri i¢in ¢ok 6nemlidir. Gaz yiizdeleri (O2 - CO2 —N) ve kiltir
medyumunun kompozisyonu(érn:ph, glukoz konsantrasyonu), cm?’ ye ekilmesi gereken
hiicre sayisi,pasaj zamani ve sayisi, bunlar arasindadir.Mediumlar arasinda virus ve prion
bulas riski olan Sigir Kaynakli Seruma (FBS) alternatif olarak serumdan yoksun(serum-
free) medyumlar dretilmistir. Medyumlara iceriklerine biiyiime faktorleri eklenmistir. Yine
otolog kaynakli serum eldesi ile hazirlanan medyumlar da MKH kiiltiirleri i¢in iyi bir
alternatif olarak durmaktadir (Van Der Sanden ve ark., 2010). Temel sorun serum
yuzdelerinin tesbitidir. MKH in vitro kiiltiirlerinde kullanilmak iizere sitokinler ve bilyiime
faktorleriyle zengin bir icerige sahip platelet lizat; FBS’nin yerini almaya adaydir. Platelet
graniillerinde ¢ok ¢esitli molekiiller depolanmigtir. Bunlar lizozomal enzimler (elastaz,

kollajenaz, katepsin), koagulasyon faktorleri (faktér V,XI,XIIl,antitrombin,protrombin),
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immunolojik molekdller (1gG, faktor D, platelet faktor H, C1 inhibit6r), adezyon
molekdlleri (P selektin,fibrinojen, VWF), kemokinler (IL8, RANTES,NAP2), biylme ve
angiogenez regulatorleridir (Burnouf ve ark., 2016). PRP (Platelet rich plasma), PL
(platelet lizat) ya da platelet jel gibi zenginlestirilmis platelet {irtinleri PDGFs (platelet
derived growth factors), TGFp (transforming growth factor), EGF (epidermal growth
factor) ve bFGF (basic fibroblast growth factor) gibi gesitli biiyiime faktorleri igerirler. Bu
blyume faktorleri mezenkimal kok hiicreler tizerine mitojenik etki gosterir ve kiltlir sonu
elde edilen hicrelerin invivo anjiogenezi uyararak doku tamiri ve rejenarasyonda anahtar

role sahip oldugu gosterilmistir (Schallmoser ve ark., 2007; Burnouf ve ark., 2016).

Oksijen konsantrasyonu, kok hiicrelerin bakimi, farklilagmasi ve islevi i¢in 6nemli bir
faktordur. Molekiler oksijen hicreler icin hem in vivo hem de in vitro olarak sinyal
molekili ve metabolit substrat 6zelligi vardir. KOk hicreyi iceren in vitro deneyler
yorumlandiginda dikkatli bir oksijen seviyesine ihtiya¢ vardir (Abdollahi ve ark., 2011).
Implantasyonun baslangicinda ve fetal gelisim boyunca embriyonik k&k hiicre diisiik
oksijen seviyesinde yasar. Embriyo implantasyonu boyunca maternal sirkilasyona
erisememe hipoksik bir c¢evre ile sonuglanir. Uterin yilizey oksijen konsantrasyonu
gebeligin erken donemi boyunca yiizde 2 seviyesindedir. Embriyo maternal damarlarla
baglant1 kurduktan sonra plasental oksijen seviyesi yaklasik olarak ylizde 8’ e ¢ikar. Bu
yiizden embriyonik kok hiicrelerin normal fizyolojik ¢evresi in vitro kosullara gore daha
hipoksik kalmaktadir. Eriskin kok hiicreler goreceli olarak oksijenden fakir anatomik

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

30/09/2016 tarih ve 2016/674 karar numarali izni ile, gergeklestirildi.

3.1. KoKk hiicre Eldesi ve Hiicre Kiiltiirii Asamasi

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

pasajin 6-7 gun siirdiigii toplam 5 pasaj siirdiirtildii.

17


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0ahUKEwjE2oyqkPXWAhUoLMAKHVsoD_QQFgg-MAM&url=https%3A%2F%2Fwww.sensorsone.com%2Fkgcm2-kilogram-per-square-centimetre-pressure-unit%2F&usg=AOvVaw1T6o1Mp_9SbCm5Ugcw98Jd

I Yag dokusundan MKH eldesi ve 25 cm2'lik kiiltiir flaskma ekim I

4

Hiicresel doluluk %70-80'e ulastifmda Tripsin-Edta
solusyonu ile hiicreler flask tabanindan kaldirihr (P0)

) 4

4

¥

Hiicre saymm ve
canhhk tayini

Immunositokimyasal
hovama icin
coversliplere hiicre
ekimi

Bir sonraki pasaj icin 25
cm?2'lik kiiltiir flaskma

ekim

Hiicresel doluluk %070-80'e ulastiinda Tripsin-Edta
soliisvonu ile hiicreler flask tabammdan kaldirihr{P1)

%60-70 doluluga ulastigmda
immunositokimyasal hoyama
asamasma gecilir

4

Bir dnceki admdaki islemler tekrarlamr

Tablo.1. Hiicre kiiltiirii ve boyama metot asamalari

3.2. Hiicre Sayim ve Canhlik Tayini

Kiiltiir flaski tabanindan kalkan hiicreler 1000 rpm’de 10 dk santriflij edildi. Santrif(j

sonrasi konik tiipte tabanda kalan hiicre pelletinin iist kismi (siipernatan) dokiildii ve kalan

hiicreler kiiltiir medyumu ile diliie edildi. Thoma laminda sayim i¢in bir miktar alindi ve

sayildi. Canlilik oranmi belirlemek amaciyla 1x1 oraninda trypan blue kullanildi. Canli

hiicreler hicbir boya almazken; 6li hiicreler maviye boyandi. Mikroskop altinda sayimlari

yapildi.
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Resim.1. Lipoaspiratla gelen yag dokusu

Resim.2. 25 cm?’lik kultiir flaski

3.3. Immunositokimyasal Boyama Asamasi

Kiiltiirde yapisik halde bulunan hiicreler kiiltiir medyumundan arindirildiktan sonra
fiksasyon asamsi i¢in PBS igerisinde ¢6ziilmiis %4 paraformaldehit solusyonu (Santa Cruz,
USA) ile muamele edildi. Boyama kiti kullanilarak hidrojen peroksit ve ardindan UV
block (Thermofisher, USA) ile muamele edildi. Primer antikorlar (Abcam, UK)
damlatilarak 1 saat oda 1sinda bekletildi. Daha sonra sekonder antikor (Thermofisher,
USA) ile muamele edildi. Her solusyon arasinda hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra
AEC substrat sistem (Thermofisher, USA) kullanilarak markerlarin boyanmasi saglandi.

Son olarak zit boyama i¢in hiicre nukleuslart Mayer’s Hematoksilenle boyandi. Lam lamel
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arast kapatilarak mikroskopta incelendi. Her bir drnek i¢in mikroskopta 100 hiicre sayimi1
yapildi. Immunositokimyasal boyama CD44, CD90, CD105, CD19 ve embriyonik
markerlarda (Nanog, Oct-4, SOX-2, Tra-1-60, SSEA-4) yapildi. Ayrica tezimizde
bulunmayan immunfloresan olarak da tek pasajda hicresel aktin ve hicre marker
boyanmasi yapildi. immiinfloresan boyamada hiicresel aktin CytoPainterPhalloidin-iFluor
594 kirmiz1 (Abcam UK) ve yiizey antikor boyamasi igin primer antikorlar (Abcam, UK)
ve sekonder antikor FITC yesil (Abcam UK) kullanildi. Floresan atagmanli mikrokskopla
(Olympus, Japonya) gorintilendi.

3.4. istatistiksel Analiz

Pasajlar arasi karsilagtirmalarin analizi dogrusal karma model kullanilarak yapildi.

Anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alind.
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4. BULGULAR

Yag dokusundan mekanik ayristirma yontemi ile elde edilen hiicreler kiiltiir kabina
ekimi sonrasi Inverted mikroskopta (Nikon, Japonya) gozlemlendi. 24. Saatte Kultur
kabinin tabanina yapismis igsi morfolojide hucreler gézlendi. 7. giinde doluluk oran1 %70
civarinda gozlendi.

Tripsin+Edta solusyonu ile kiiltiir kabiin tabanindan ayrildiktan sonra hiicreler
yuvarlak morfolojide gdzlendi. Santrifiij sonras1 Thoma laminda hiicre sayimi sonrasi 25
cm2’lik kiiltiir kabindan ortalama 1,5-2 milyon hcre elde edildi. Elde edilen hticrelerde
Trypan mavisi ile 1x1 diliisyon faktori ile boyandi ve canlilik orani ortalama %92 olarak
bulundu.

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

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

ekspresyonu nikleer boyama olarak, Sox-2 ekspresyonu sitoplazmik olarak gézlemlendi.
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Resim.5. Kiiltiir flaskindan kaldirilmis yuvarlak kok hiicreler

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

Resim.8. Trypan mavisi ile hiicre canlilik oran1 tayini; siyah ok:6lu hicre, kirmiz1 ok:canlt

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

P

t

SR - 50 um

Resim.10. P1 asajl CD105 pozitif.hUcreIer(A‘fOX blyltme), siyah okoi%if hiicreler, yesil
ok:cekirdek
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creler, yesil ok:cekirdek
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Resim.11. P1 pasaji CD90(40X b[]y[]fm), siyail ok:pozitif

Resim.12. P1 pasaji CD19 negatif hiicreler(40X biyiitme), yesil ok:¢ekirdek
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Resim.13. P3 pasj1 CD44(40X blyttme), siyah ok:poziti hlcreler
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Resim.14. P3 psa_]l D1040X ‘buyutme‘)y, |y ok:pozitif hicreler
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Resim.16. P3 pasaji CD19(40X blyiitme)
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Resim.17. P5 pasaji CD44 (40X biyutme), siyah ok:pozitif hiicreler

’ .

Resim.18. P5 pasaji CD105 (40 blyitme), siyah o'k‘:pozitif hicreler
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Resi'm.lé.. P pasajl CD90 (210X bUyUtme), siya‘h c')k:poz.itif hicreler

P

Resim.20. P5 pasaji CD19 (40X biyutme)

30



Marker

CD44
CD105
CD%0
CD19
SSEA-4
Tra-1-60

Sox-2
Oct-4

Nanog

S S S S S on ®
T0 20 30 40 30 G0 70 80 50 100 - opresyon®e

Tablo.2. Hiicre yiizey markirlari yiizde ortalamalari
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Istatistiksel Analiz
Dogrusal karma model kullanilarak yapilan analizde markir-pasaj etkilesimi anlamli

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

farklilik goriilmedi.
LS-M eans for pasaj* marker
tt——
———— —-——
X— . +
95.0 ST —
~\~\_X ______________ _X
C
8 o5
=
%)
—
5
¢ 900-
g
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850
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pasaj
[marker —e— CD105 ——+— CD4 — X — CD

Tablo.3. Pasajlar arasi yiizey markirlari istatistiksel analizi
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Resi.21. Nanog ekspresyonu negatif (40X biyltme)

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




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

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




Resim.25. TRA-1-60 negatif (40X buyitme)
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50 um
Resim.26. Hiicredeki aktin filamentleri kirmizi g¢izgiler seklinde goriiliiyor

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




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

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




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

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

degil; belirli dokulardaki hiicre tiplerine farklilagabilir.

Ki ve yag dokusu klinik kullanimda en ¢ok kullanilan iki MKH kaynagidir (da Silva
Meirelles ve ark., 2006; Mosna ve ark., 2010; Hoogduijn ve Dor, 2013). Bununla birlikte
plasenta ve umblikal kord gibi alternatifler de vardir (da Silva Meirelles ve ark., 2006);
ancak etik komplikasyonlardan 6trii geri planda kalmislardir. KI ve yag dokusundan elde
edilen MKH’ler morfolojik olarak ve kiiltiirdeki 6zellikleri bakimidan benzerdir (Li ve
ark., 2015).

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

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

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

yapisan hiicreler olarak gozlemlenmistir.
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Hiicre kiiltiir pasajlarinda yiizey marker ekspresyonlart CD19 negatif, CD90, CD44,
CD105 pozitif olarak saptandi. Uluslararasi hiicresel terapi kriterlerine (ICST) gore insan
kokenli MKH’lerin CD73, CD90 ve CD105 ekspresyonu agisindan pozitif; CD45, CD34,
CD14, CD19 ve HLA-DR molekiil ekspresyonu acisindan negatif olmalarinin yaninda bu
hiicrelerin plastisite ve cesitli farklilasma potansiyelleri gibi Ozelliklere sahip oldugu
gosterilmistir. MKH kiiltiir pasajlarinda hiicre yiizey marker ekspresyon oranlari bu
Ozelliklerle uyumludur ve pasajlar ilerlemesine ragmen kok hiicreler bu o6zelliklerini

kaybetmeden korumaya devam etmislerdir.

Yetiskin kok hiicrelerinde bu pluripotens belirteglerinin fonksiyonel rolii hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Dokuya spesifik MSC'lerin gelisim sirasinda dokularda biriken
pluripotent kok hiicreler olabilecegi ve dolayisiyla EKH ile iliskili belirteglere sahip
oldugu hipotezi s6z konusudur (Riekstina ve ark., 2009). Cesitli doku kaynaklarindan
yetiskin insan MKH'lerindeki embriyonik kok hicre belirtecleri Oct-4, Nanog ve SOX-
2'nin iglevsel roliinii belirlemek i¢in simdi ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. Fare ve insan
hlcrelerindeki ¢alismalar, Oct4'iin embriyonik kok hiicrelerde pluripotentligi muhafaza
eden homeobox proteini Nanog ve HMGbox transkripsiyon faktori SOX-2 de dahil olmak
lizere, bir transkripsiyon faktorleri ag1 bileseni oldugunu gostermistir. Oct-4
ekspresyonunun immunositokimyasal ¢aligmalarda nukleusta veya sitoplazmada hem
kemik iligi hem de adipoz doku kaynaklit MKH’ lerde eksprese edilebildigi gosterilmistir
(Lin ve ark., 2008). Bizim ¢alismamizda da yag dokusu kaynakli MKH’ lerde niikleer

lokalizasyonda Oct-4 ekspresyonu gozlendi.

Bazi ¢aligmalarda MKH’lerde Sox-2 ve Nanog ekspresyonlar1 gozlenmistir. Bizim
calismamizda Nanog ekspresyonu agisindan negatiftir. Sox-2 ekspresyonu zayif gozlenmis

olup kultiirde nadir hiicrelerde giiclii eksprese edilmistir.

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

optimal kosullar1 saglayabilmektir.

Yapilan caligmalarda intravendz olarak verilen kok hiicre sayis1 kg’a ortalama 1-2
milyondur. Ancak hastalifin evresi ve terapi seanslar1 arasindaki siireler kisiden kisiye
gore degismektedir (Squillaro ve ark., 2016; Alvaro-Gracia ve ark., 2017). Enjeksiyonla

verilecek olan kok hiicrelerin sayist kadar hiicrelerin transportiu, kullanilan laboratuar
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malzemesinin kalitesi hiicrelerin verilmeden 6nce ve verildikten sonraki canlilik yizdeleri

acisindan onemlidir (Ikebe ve Suzuki, 2014).

Daha 6nce ratlarda Ki kékenli MKH’lerle P1-P3 pasajlarinda yapilan in vitro bir
calismada osteojenik farklilasmanin P3 pasajinda daha zayif oldugu gosterilmistir (Sugiura
ve ark., 2004). insanda yapilan KI kékenli MKH’lerde P5 pasajinda bizim ¢alismamiza
benzer sekilde ylizey markerlarinda %90’1n {izerinde pozitiflik saptanmigtir (Lo Surdo ve
Bauer, 2012). Yine benzer bir sekilde insan Ki kaynakli MKH’ lerde yapilan bir calismada
CD44 cekspresyonu acisindan distklik saptanmamistir; ancak 15. Pasajdan sonra

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

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

Ancak ileri pasajlarda kullanim1 daha fazla tartisilmasi gereken bir konudur.
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NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI

ILAC VE TIBBIi CIHAZ DISI ARASTIRMA

(ADIPOZ DOKU KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE KULTURLERINDE
HUCRE YUZEY MARKERLERININ IMMUNOSITOKIMYASAL
DEGERLENDIRMESI)

AMACLI CALISMA ICIN

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

(Hekimin Agiklamasi)

Adipoz doku kaynakli mezenkimal koK hiicre kiiltiirlerinde hiicre yiizey markerlerinin

immunositokimyasal degerlendirmesi ile ilgili yeni bir aragtirma yapmaktayiz.

Sizin de bu aragtirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu aragtirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliilik esasina dayalidir.
Kararmizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup

anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmayir yapmak istememizin nedeni,giddikce Onemi artan ve degisik
rahatsizliklarda kullanimi1 giindeme gelen yag doku kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerinin
ozelliklerinin detaylandirlmasidir. Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali ve Plastik Rekonstruktif ve Estetik Cerrahisi
Anabilim Dallarinin ortakliginda gergeklestirilecek bu ¢alismaya katiliminiz arastirmanin

basarisi i¢in 6nemlidir.

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz sizden abdominoplasti veya mammoplasti

operesyonlar1 esnasinda elde edilen ve atik olarak degerlendirilecek yag dokusunun 20 gr
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kadar1 laboratuar sartlarinda islenerek burda var olan mesenkimal kok hiicrelerinin
ozellikleri aragtirilacak ve ileride bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalara 151k tutacak bir

uzmanlik tezi yapilacaktir.

Bu caligmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya

katildiginiz icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle 1ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak ¢alismanin kalitesini denetleyen

gorevliler,etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir
ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.

Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz.

(Katilimeinin/Hastanin Beyani)

Saymn Dr. Giilsemin Cicek tarafindan Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali ve Plastik Rekonstruktif ve Estetik
Cerrahisi Anabilim Dallarinda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya

“katilimc1” olarak davet edildim.

Eger bu arasgtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklagilacagina inaniyorum.
Aragtirma sonuglariin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin

thtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.
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Projenin yiiriitiillmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan g¢ekilebilirim.
(Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak igin arastirmadan gekilecegimi énceden
bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de

biliyorum.

Bana yapilan tiim acgiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli
bir diistinme stiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer” olarak yer alma
kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde

kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimet
Ads, soyadz:
Adres:

Tel.

Imza

54



Gortisme tanig1
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Katilimci ile goriisen hekim

Adi soyadi, unvani:
Adres:

Tel.

Imza

55



