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OZET

Bu ¢aligmada siganlarda farkli yas gruplarinda mezenkimal kok hiicre markerleri olan
CD73, CD90 ve CDI105’in sag ve sol ovaryumlardaki immiinohistokimyasal ekspresyonu
incelenmistir.

Calismamizda 21 adet 250-300 gr agirliginda Sprague-Dawley tiiri disi sican
kullanildi. A Grubu 1 aylik, B Grubu 3,5 aylik ve C Grubu ise 8 aylik disi sicanlardan
olusturuldu. Siganlar anestezisi altinda sakrifiye edildi, sag ve sol ovaryumlar1 ¢ikarildi ve
laboratuar deneyleri i¢in 6 adet deney grubu olusturuldu. Tiim ovaryumlar % 10’luk
formaldehitte tespit edildi. 2 gilinliik tespitten sonra rutin histolojik takip yapildi ve elde edilen
parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Bu parafin kesitlere CD90 (Bioss, bs-
0778R), CD105 (Bioss, bs-0579R) ve CD73 (Santa Cruz Biotechnology, sc-32299)
immiinohistokimyasal boyamalar yapildi. Bu markerlerin ovaryumlardaki ekspresyonlari ve
disi ratlarin yaglari arasindaki iliski degerlendirildi. A grubu sag ovaryumunda CD105
ekspresyonu, A grubu sol ovaryumundaki CD105 ekspresyonuna gore istatistiksel olarak
anlamli ¢ikmistir. C grubu sag ve sol ovaryumlarinda CD105 ekspresyonu A grubu sag
ovaryum CD 105 ekspresyonu ile benzer ama diger gruplarla karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli farklilik ¢ikmustir.

1 aylik ratlarin sag ovaryumundaki CDI105 ekspresyonu artisi, mezenkimal kok
hiicrelerin farklilagsmadan onceki siirecine ait olabilecegi seklinde yorumlanan literatiir bilgiyi,
8 aylik siganlarda artan mezenkimal kok hiicre ekspresyonu ise, mezenkimal kok hiicrelerin
ovaryum kanser kok hiicrelerine doniisebilecegini veya bu kanser kok hiicrelerinin gelisimine
destek verebilecegini igceren literatlir bilgiyi destekler goziikmektedir. Fakat bu konudaki
bilgiler hala tartigmalidir ve mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tipta kullanimi ve kanser

olusumu ile arasinda kesin bir ¢izgi bulunmamaktadir.



ABSRACT

Immunohistochemical expression of the mesenchymal stem cell markers (CD73,
CD90, CD105) was examined at right and left ovarian in different age groups for this study.

Twenty one old female Sprague Dawley rats weighing 250 to 300 g were used The
rats were divided into three groups each. Group A, Group B and Group C were consisted from
1 month, 3.5 month and 8 month old female rats respectively. Rats were sacrificed under
anesthesia, the right and left ovaries removed and six experimental groups were consisted for
laboratory experiments. All ovaries were fixed in 10% formaldehyde for two days. 4 micron
sections were obtained from paraffin blocks. CD90 (Bioss, bs-0778R), CD105 (Bioss, bs-
0579R), and CD73 (Santa Cruz Biotechnology, sc-32299) immunohistochemical stainings
were performed to these paraffin sections. The association between the ages of female rats
and the expression of markers in ovaries were evaluated. CD105 expression of the right
ovarian group A, was statistically significant according to CD105 expression of left ovarian
group A. CD105 expression of right and left ovaries of Group C is similar to CD105
expression right ovarian Group A, but the difference was statistically significant compared to
other all groups.

Increased expression of CD105 in one-month old rats right ovarian, may belong to the
process before the differentiation of mesenchymal stem cells as reviewed in literature and also
increased expression of mesenchymal stem cells at the 8 month old rat groups seem to support
the literature information about mesenchymal stem cells can be turned into ovarian cancer
stem cells with or could support the development of cancer stem cells. However, information
on this topic is still controversial. There is a not a clear line between the use of mesenchymal

stem cells in regenerative medicine and the occurrence of cancer.



1.GIRIS

Bilim adamlar1 2 tip kok hiicre {izerinde ¢alismaktadirlar. Embriyonik kok hiicreler
ve yetiskin kok hiicreler. Bununla birlikte EKH’ler in klinikte kullanim1 immunreaksiyon,
timor riski ve etik sorunlar yiiziinden avantajini kaybetmistir. Tersine yetiskin kok

hiicrelere olan ilgi ise giderek artmaktadir (Taha ve ark 2010).

Memeli organ sistemlerinde bulunan yetiskin ve organ kok hiicreleri tim yasam
boyunca bu organlarin tamiri ve devamliliginin saglanmasi i¢in 6nemlidir (Silva ve ark
2008). Mezenkimal kok hiicreler, rejeneratif tedavi yaklasimlari i¢in cazip bir aday yapan
bir dizi pro-rejeneratif ozellikler sergiler, bu 6zellikler ¢oklu soylara farklilasma
kapasitesi, yangi ve hasar bolgesine go¢ etme Ozelligi, parakrin bagisiklik, anjiyogenik,

anti apoptotik ve proliferatif 6zellikleridir (Zimmerlin ve ark 2013).

Kemik iligi, mezenkimal kok hiicreleri igeren ilk kaynak olarak rapor edilmistir.
Fakat ilerleyen hasta yasi ile birlikte farklilasma kapasitesi ve sayisinda azalma olmaktadir
(Weinzierl K). Yakin ¢alismalarla dolasimdaki kok hiicrelerin yaslh hastalarda ve diyabetik

hastalarda fonksiyonu ve sayisinin azaldigi gosterilmektedir (Nishiyama ve ark 2007).

Alternatif doku kaynaklarina olan ihtiya¢c duyulmas: sonucu adipoz doku kok
hiicrelerin bol miktarda izole edilebildigi ve kolayca elde edilebilir bir doku olarak
kullanilmaya baslanmistir (Fisher ve ark 2009). MSC dolasim kani, yetigskin ve fotal kemik
iligi, dalak, amniyotik sivi, kikirdak, kas tendonlari, plasenta, yag doku, fotal dokular,
periosteum, snoviyal sivi, timus, trabekiiler kemik, dermis, akciger ve dis eti gibi farkli ana

dokularda ve organlarda bulunur (Kode ve ark 2009).

Fu X ve Takehara mezenkimal kok hiicrelerin hasar gormiis ovaryumlarda
iyilestirici etkisi oldugunu ileri siirmektedirler (Takehara ve ark 2013, Fu ve ark 2008). Lis
R ise mezenkimal kok hiicrelerin ovaryum kanser hiicre hatlarini destekledigi seklinde

goriis belirtmislerdir (Lis ve ark 2012).

Literatiir bilgide mezenkimal kok hiicrelerin ovaryumlardaki fonksiyonlari
hakkinda zit goriisler bulunmaktadir. Ama literatiirde ovaryumlarda mezenkimal kok hiicre

ekspresyonu ve yas gruplart ile ilgili ¢alismaya rastlanmamistir. Buradan yola ¢ikarak, bu



calismada degisik yas gruplarindaki rat ovaryumunda mezenkimal kok hiicrelerin

immiinohistokimyasal olarak ekspresyonlarinin arastirilmasi amaglanmustir.
1.1. Disi Ureme Sistemi ile Tlgili Genel Bilgiler

Disi iireme sisteminde, pelviste bulunan bir ¢ift ovaryum ile genital kanallar olan

fallop tiipleri (ovudiikt veya tuba uterinalar), uterus ve vajina i¢ genital organlar1 olusturur.

Labia major, labia minor ve klitoris ise dis genital organlar kapsaminda incelenir.
Meme bezleri ve plesenta, genital organ olmamakla birlikte fonksiyonel olarak genital
sistemle iligkilidirler. Kadin iireme sistemindeki siklik degisikliklerin merkezi durumda
olan ovaryumlarda, kadin germ hiicreleri olan oositler ve steroid hormonlar yapilir. Fallop
tiipleri, oositin fertilizasyonun gergeklestigi organlardir. Uterus ise, fertilize olan ovumun
gebelik siiresince barindigi yerdir. Ovaryumlar ve uterus, menstrual siklus olarak bilinen,
diizenli araliklarla tekrarlayan degisikliklere ugrarlar. Vagina, i¢ genital organlarin viicut
disina agildigi yerdir. Kadin genital kanal sistemi ile dis genital organlar, fetal hormonlarin

dolagimda etkili olmaya baslamasindan sonra gelisirler.
1.1.1. Ovaryumdaki Yapilar ve Gelisimi

Ovaryumlar, eriskinlerde 3 cm uzunlukta, 1,5-2 cm genislikteki solid, badem
bicimindeki bezlerdir. Menstrual siklus, gebelik ve postmenapozal donemlerde boyutlari
ve histolojik goriiniimleri degisiklik gosterir. Ovaryumlarm bir yanlari mezovaryum
denilen bir mezentere sahiptir. Bu yap1 ovaryumun hilumundaki genis ligamente baglanir.
Ovaryumlar, visseral peritondan farklilanan bir ortii ile sarilidir ( Ovale ve ark 2009). Bu
yapt orijinal olarak ‘germinal epitelyum’ adiyla bilinir, ancak ‘ovaryum yiizey epiteli’ daha
uygun bir terminolojidir. ‘Germinal epitelyum’ yanlis bir isimlendirmedir, ¢iinkii simdi
germ hiicrelerinin primordial germ hiicrelerinden koken aldiklar1 kesinlikle bilinmektedir
(Moore 2002). Ovaryumun dista kalan boliimii korteks, i¢te kalan boliimii ise medulladir,
ancak bu iki bolgenin sinir1 tam belli degildir. Yogun fibr6z bag doku yapisinda olan ve
ylizey epitelinin altinda bulunan tunika albuginea, tim ovaryumu kapsiil gibi sarar.
Korteksin geri kalan kismi, helezonik paternde diizenlenmis hiicrelerden zengin bag
dokusu yapisindadir. Bu bélgede matiirasyonun ve dejenerasyonun farkli evrelerinde, oosit
iceren, farkli boyutlardaki ovaryum folikiilleri bulunur. Cocukluk c¢agindaki ovaryum
korteksinde, primordial folikiiller cok sayidadir; seksiiel olgunluga erigmis kadinlardaki

ovaryum korteksinde ise, riiptiire folikiillerin yerini alan korpus luteumlar ¢ok sayidadir.



Simirlar1 tam belirgin olmayan medulla; ¢ok sayida kivrimli kan damarlari, sinirler ve
lenfatikler iceren gevsek bag dokusu yapisina sahiptir. Dogumda ovaryumlarda
oogonyumlardan gelisen yaklasik 400 bin primer oosit vardir; puberte ile birlikte
dejenerasyon veya atreziler nedeniyle bu say1 yaklasik 40 bin oosite diiser. Kadinlarda
yaklagik her 28 giinde bir gerceklesen ovulasyon ile oosit ovaryumdan atilir. Testisler gibi
ovaryumlar da hem ekzokrin hem endokrin fonksiyona sahiptir. Endokrin fonksiyonlari;

Ostrojen ve progesteron hormonlarini salgilamaktir.

1.1.2. Fallop Tiipleri (Tuba uterina)

Tuba uterinalar, ovaryumdan uterusa kadar uzanan 12-15 cm uzunlugunda olan
yapilardir. Embriyodaki miiller kanallarinin birlesmeyen orta bolgesinden gelisirler. Fallop
tipleri ligamentum latumdan koken alir ve mezosalfinks olarak bilinen ince bir mezenter
tarafindan askiya alinmis durumdadirlar. Ovulasyon sonrasi fallop tiipleri, oositi alir ve
fertilizasyon i¢in uygun bir ortam olustururlar. Erken embriyo dénemi ya da zigotun
uterusa ulagsmadan Onceki yaklasik 3 giinliikk gelisimi, normalde fallop tiipleri icerisinde
olur. Fallop tiiplerinin dort boliimii vardir. Disa agilan borazan bigimli baslangic segmenti
infindibulumdur, bu boéliimiin ucunda fimbria adi verilen sagakli kivrimlar bulunur.
Tiiplerin ucu peritoneal kaviteye agilir, bu nedenle enfeksiyonlar, abdomene kolayca
yayilir. Fallop tiiplerinin en genis parcasi, ampulla boliimiidiir. Bu bdliim ince bir duvar ve
cok fazla mukoza kivrimlaria sahiptir. Ampullanin devaminda istmus olarak bilinen en
kisa ve kalin duvarli segment, uterusa baglanir. Uterus duvari igine giren son parca ise,

intramural pargadir.
1.1.3. Uterus

Uterus; pelviste mesane ile rektum arasinda uzanan, kalin muskiiler bir duvara
sahip, limeni miik6z membran ile ortill, i¢i oyuk armut bi¢imli organdir. Organin
genislemis st kismi, gévde veya korpus boliimiidiir. Tepedeki kubbe bi¢imli boliimii
fundus olarak adlandirilir ve bu boliimiin duvarindan fallop tiipleri organ igine girer.
Organin en dar ve en alt boliimii olan serviks, vajinaya agilir. Korpus ve fundus histolojik
olarak, hemen hemen aynidir, ancak serviks, bazi 6nemli yapisal farkliliklar gosterir. Gebe

olmayan bir uterusun duvari yaklasik 2,5 cm kalinliktadir ve ii¢ tabakadan olusur.

En dista bulunan perimetrium; bag dokusu yapisindadir, sadece bazi alanlarda

serozay1 olusturmak iizere peritoneal mezotel ile ortiiltidiir.



Ortadaki ve en kalin tabaka olan myometrium; birbirine baghh diiz kas
demetlerinden yapilmistir, demetler bag dokusu ile birbirinden ayrilir. Diiz kaslar uterusun
isleviyle iligkili olarak smirlar1 tam ayirt edilemeyen li¢ tabaka seklinde diizenlenmistir: i¢
ve dis tabakalardaki hiicreler genellikle longitudinal seyirlidir, orta tabakadakiler ise oblik

ve sirkiiler seyirlidir.

Uterusun en i¢ tabakasi olan endometrium; basit silindirik epitelin de katildigi
Ozellesmis bir mukozadir ve menstrual siklus sirasinda siklik degisikliklere ugrar.
Endometrium, basit tiibiiler yapidaki uterus bezleri ile hiicreden son derece zengin stroma
ya da lamina propriyadan olusur. Endometrial yapida tekrarlayan degisiklikler, hipofiz
uyarimlari ile ovaryum cevabin karmasik etkilerini yansitir. Endometrium her ay fertilize

bir ovumun implantasyonu ve beslenmesi i¢in hazirlanir.
1.1.4. Vagina

Vagina, uterusun serviks bolimiinii viicut disina baglayan, genisleyebilme
ozelligine sahip fibromiiskiiler bir tiiptiir. Kadin kopulasyon organi olarak fonksiyon yapar

ve gebeligin bitiminde dogum kanali olarak fonksiyon goriir.

Vajina duvari {i¢ tabakadan olusur. Bunlar; mukoza, muskularis ve adventisyadir.
Mukoza; 150-200 mikrometre kalinliktaki keratinize olmayan ¢ok katli yassi epitelden ve
bunun altinda uzanan lamina propriyadan olusur. Vajinada bez bulunmaz, serviksteki
miik6z bezlerden yiizeyin kayganlastiritlmasi ve korumasi igin gerekli olan mukus saglanir.
Kasili olmayan relaks durumundaki vajinada, rugae adi verilen transvers mukozal
kivrimlar belirgin haldedir. Normal kosullarda yiizey epitelyum hiicreleri c¢ekirdeklidir.
Sitoplazmalari, depo edilen glikojen miktarindaki degisikliklere bagli olarak farkl
goriinlimlerde olabilir. Ovulasyona yakin Ostrojen uyarimiyla hiicrelerde glikojen
iceriginde artis olur. Hiicreler dokiildiigiinde igerdikleri glikojen vajinal liimene bosalir.
Hiicreden zengin olan lamina propriada, seksiiel stimiilasyonlara bagli olarak kanla dolan
yaygin bir vendz pleksus bulunur. Muskularis, smirlar1 tam belli olmayan iki diiz kas
tabakasindan olusur ve miyometrium ile devamlilik gosterir. I¢ tabakasi sirkiiler seyirlidir,
dis tabaka genellikle daha kalindir ve longitudinal seyirli kaslardan yapilmistir. Vajinal
girisi iskelet kas1 yapisinda bir sfinkter ¢evreler. En dista bulunan adventisya; damar ve

sinirden zengin, elastik liflerin ¢ok oldugu diizensiz kompakt bag dokusudur.



1.1.5. D1s Genital Organlar

Dis genital organlar; labia major ve minor, klitoris, vestibul orifis ve vestibuler
bezlerdir.
Erkeklerdeki skrotumun homologu olan labia major; yogun pigmentli bir epitelyum
ile ortiili, kil folikiilleri, yag ve ter bezlerinin de bulundugu deri katlantilaridir.
Labia minor; derin tabakalarinda pigment bulunan ¢ok katli yass1 epitel ve altinda
uzanan vaskiiler gevsek bag dokudan olusan katlantilardir. Yiizeyel epitelyum hiicrelerinde

yogun keratinizasyon vardir. Yag bezleri ylizeye acilir ve kil folikiilleri yoktur.

Penisteki korpus kavernozumlarin homologu olan klitoris, yaklasitk 2 cm’dir.
Uclar1 rudimenter glans klitoris ile sonlanan iki erektil doku uzantisindan olusur. Penisten
farkli olarak, klitoriste korpus spongiozum yapist yoktur. Klitorisin erektil dokusu, cinsel
uyarimla birlikte genisleyen ince duvarli vendz kanallardan yapilmis pleksustan olusur.
Pleksusu olusturan kanallarin ¢evresinde gevsek bag dokusu ve izole diiz kas hiicreleri
bulunur. Bag doku igerisinde ¢ok sayida sinir fasikuluslart vardir, klitorisi distan kusatan

miik6z membran yapisinda da ¢ok miktarda duyusal sinir sonlanmalar1 bulunur.

Vajina ile iiretranin acildigi bolim olan vestibul, ¢ok katli yassi epitelyum ile
ortilidir. Klitoris ve tiretraya yakin olarak bulunan bir¢ok kiigiik vestibuler bezden mukus
salgilanir. ki tane daha biiyiik tiibiiloalveoler yapidaki bezler olan major vestibiiler bezler,

labia minorun i¢ yiizeylerine agilir. Bu bezler ise erkeklerdeki bulboiiretral bezlerin

benzeridir ( Ovale ve ark 2009).
1.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryum, dogum yapmamis kadinlarda 3 cm uzunlukta, 1,5-2 cm genislikte, 1cm
kalinliktadir ve pelvisin yan duvarlarinda bulunan fossa ovarica adi verilen ¢ukurcuklarda
yer alir. Ovaryumlarin 6n kisimlarinda, kan damarlarinin ve sinirlerin girdigi hilus adi
verilen bolge bulunur. Mezovaryum (posterior), kan damarlarin1 ovaryumlara ileten bir
periton kivrimi olup, ovaryumu uterusun yan kenarlarindan uzanan broad ligamentine
baglar. Ovaryumun iist kutbu suspansory ligamentle pelvik duvara, alt kutbu ise ovarian
ligament ile uterusa tutunur (Sekil 1.1). Pubertal donemden 6nce ovaryumun yuzeyi diiz
bir yapidadir. Ureme doneminde ise tekrarlayan ovulasyonlar sebebiyle skarli ve diizensiz
bir hal alir. Postmenapozal donemde, ovaryum boyutlar1 iireme ¢agindakinin dortte biri

biiyiikliige iner (Ross ve ark 2006).
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Sekil 1.1. Ovaryumlarin sematik olarak gosterilen anatomik yapisi (Junqueira ve

ark 2009).
1.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum tek katli yassi epitelden algcak boylu kiibik epitele kadar degiskenlik
gosteren bir epitel ve epitelin hemen altinda tunika albugina adi verilen bir bag dokusu
katmaniyla g¢evrelenmistir. Enine kesitlerde dista korteks (kabuk), icte medulla (6z)
bulunur ve bu katmanlar birbirinden kesin bir ¢izgiyle ayrilmaz. Korteks katmani oldukga
kalindir ve bag dokusu ve gesitli gelisim evrelerinde bulunan follikiilleri igerir
(Kierszenbaum 2002).

Medulla, kollajen demetleri ve elastik lif aglarinin bol bulundugu siki bag
dokusudur. Medullada kan ve lenf damarlari, kalin sinir demetleri ve hilus yakininda
birkag diiz kas hiicresi bulunur.

Korteks, stroma ve stromada yerlesik cesitli gelisim evrelerindeki ovaryum
follikiillerinden olusur. Stroma, kollajen ve elastik lifler ile retikiiler 1if aglar1 ve ig
bicimli bag dokusu hiicrelerinden yapilmistir. Korteksin bu intersitisyal bag dokusu,

germinal epitel altinda siklagarak tunika albuginea‘y1 olusturur (Erdogan ve ark 2007).

Kortekste stroma iginde follikiiller yerlesmistir. Ovaryum follikiilleri, ortada iri bir
germ hiicresi (oosit) ile bunu ¢evreleyen follikiil epitelinden olusan yapilardir (Coraker ve

ark 2005, Erdogan ve ark 2007).



1.3.1. Ovaryum follikiilleri:

Yenidogan bir kiz ¢ocugunun her iki ovaryumunda toplam 400.000 adet follikiil
bulunur. Bunlar 40 mikron capinda yuvarlak olusumlardir ve iri bir oosit ile bunu
cevreleyen yassi follikiil epitelinden olusmustur. Bunlara primordiyal follikiiller ad1 verilir.
Her 28 giinde bir, ovaryumlardan bir oosit atilir. Bir kadinin iireme siireci 30-40 yil siirer.

Bu siire igerisinde yaklagik 450 oosit atilir (Erdogan ve ark 2007).
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Sekil 1.2. Folikul gelisimi (Junqueira ve ark 2009)

1.3.1.1. Primordiyal Follikiil

Follikiillerin gelisimindeki ilk fiziksel belirtiler oositin biiylimesi ve graniiloza
hiicrelerinin goriiniimiindeki degisikliklerdir. Primordiyal follikiiller, fotal yagsam sirasinda
olusan tek sirali yassi follikiil hiicreleriyle gevrili primer oositleri igerir. Primer oositler
organeller bakiminda n  zengindirler. Cok sayida mitokondriyon, gelismis Golgi
kompleksi, graniillii endoplazmik retikulum ve birka¢ ribozom igerirler. Primordiyal

follikiiller korteksin en iist katmaninda yer alirlar. Sayilari artmaz ancak, biiyiiyiip



gelisirler ve ¢ogu da dejenere olur ( Ben ve ark 1996, Garner ve ark 2001, Ross ve ark
2003, Sadler 2005).

1.3.1.2. Primer Follikiil

Pubertenin baglamasiyla, her menstrual siklusda 5- 15 arasi primordiyal follikiil
olgunlagmaya baglar. Biiyiimenin ilk isareti, yasst follikiil epitel hiicrelerinin
kiibiklesmesidir. Bu asamada follikiil, tek tabakali (unilaminar) primer follikiil adini alir.
Ilerleyen asamalarda follikiil hiicrelerinin ¢ogalmasiyla ¢ok tabakali (multilaminar) primer
follikiil olusur. Cogalan follikiil hiicreleri de graniiloza hiicreleri adini alir. Graniiloza
hiicreleri ile oosit arasinda oluklu baglantilar (nekzus) olusur. Bu baglantilar, besleyici
maddelerin, iyonlarin ve diizenleyici molekiillerin gecisine olanak saglar (Ben ve ark 1996,
Garner ve ark 2001, Ross ve ark 2003, Erdogan ve ark 2007).

Graniiloza hiicreleri ¢ogalirken, ¢evredeki stroma hiicreleri de follikiilii bag
dokusundan olusmus bir kilifla sararak teka follikiilii katmanini olusturur. Teka katmani
gelistikge iki tabakaya ayrilir. Icte teka interna denilen oldukg¢a damarli, kiibik salgi
hiicrelerinden olusan kat yer alir. Bu kiibik hiicreler farklilasarak steroid hormon iireten
hiicrelere doniistirler. Luteinlestirici hormon (LH) reseptorii tasiyan hiicreler, Ostrojen
oncili androjenleri salgilarlar. Teka interna katmani fibroblastlar, kollajen lifler ve kii¢iik
damarlardan olusur. Dista bulunan diger kat teka eksternadir. Igerdigi kollajen demetler ve
diiz kaslariyla daha ¢ok bir kapsiil gorevi goriir. Teka eksterna katmani ile ovaryumun
stromasi arasindaki sinir tam olarak belirgin olmamasina karsin teka interna ile graniiloza
katmani arasindaki sinir burada bulunan bazal lamina (membrana limitans eksterna) ile

oldukga 1yi belirlenmistir (Moore 2002, Ross ve ark 2003).

Oosit, follikiil gelisimi sirasinda kendi ¢evresinde, glikozaminoglikan ve
glikoproteinlerden zengin bir katman olan zona pellusiday1 (ZP) olusturur. ZP, homojen,
asidofilik, PAS (+) ve oldukca iyi boyanan jel kivaminda bir yapidir. Zona pellusida ZP1,
ZP2 ve ZP3 denilen 3 farkli glikoproteinden olusur (Ross ve ark 2003).

1.3.1.3. Sekonder follikiil

Biiylimeyi siirdiiren follikiil i¢inde, sivi dolu bosluklar (antrum) olusur. Kisa
stirede bosluklar birbirleriyle birleserek yarim ay seklinde follikiil antrumunu olusturur.
Follikiiler boslugu dolduran sivi, kan damarlarindan plazmanin sizmasiyla olusup yerel

salgilarin metabolik iirtinleri ile degismis hale gelir. Bosluk olustuktan sonra follikiil,
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sekonder (antral) follikiil adin1 alir ( Garner ve ark 2001, Ross ve ark 2003, Kierszenbaum
2006).

Sekonder follikiiliin graniiloza hiicrelerinin gogalmasi, hipofiz bezinin 6n lobundaki
bazofil hiicrelerinden salinan Folikiil Stimiile Hormon (FSH)’a baglidir. FSH® 1n etkisi
altinda graniiloza hiicrelerinin sayisi artar ve hiicrelerarast bosluga follikiil sivis1 birikir. Bu
stv1 glikozaminoglikan, proteoglikan ve hormon baglayici proteinler iceren kan plazmasi
benzeri bir sividir. Follikiil sivis1 hormonlardan progesteron, Ostradiol, inhibin, follistatin
ve FSH ile LH salinimin1 diizenleyen aktivin icerir (Motta ve ark 1997, Garnter ve ark
2001, Ross ve ark 2003).

Graniiloza katmani, oositi ¢evreleyen bolge disinda, her yerde ayni kalinliktadir.
Antrumda kenarda yerlesik, oosit ¢evresinde ise graniiloza hiicreleri daha yogun bir sekilde
birikerek bir tepecik olusturur. Buraya kumulus ooforus denir. Buradaki graniiloza
hiicreleri ovulasyon sonrasina degin oosit ile birlesik halde kalirlar. Zona pellusida
cevresinde gevsek yerlesmis kiibik ya da algak boylu prizmatik graniiloza hiicreleri
sitoplazmik uzantilariyla oosit ile baglantilarimi siirdiiriir. Primer oositi ¢evreleyen bu tek
katli graniilloza hiicre katmanina korona radiata denir. Oosit sitoplazmasinda,
mitokondriyonlar ¢ekirdek yakininda toplanirlar. Sitoplazmada, protein ve lipit yapisinda
olan vitellus olusmaya baslar. Oosit, 60-80 mikron biiyiikliige ulasir (Gartner ve ark 2001,
Ross ve ark 2003, Erdogan ve ark 2007).

1.3.1.4. Tersiyer Follikiil ( Graaf follikiilii)

Graaf follikiiliinde graniiloza hiicreleri ¢cogalir, antrum genisler. Follikiil boslugu
follikiil s1vist ile dolar. Oositi saran zona pellusidaya komsu ilk sira granuloza hiicreleri tek
katli kiibik ya da prizmatiktir. Bunun disindakiler ise, poligonal big¢imlidir. Graaf
follikiiliinli en digtan saran bazal membran kalin, homojen ve saydamdir. Buna, camsi1 zar
denir. Tersiyer follikiil dongiiniin baslangicindan baglayarak 10-12 giinde olusur (Block
1952, Garner ve ark 2001, Ross ve ark 2003, Erdogan ve ark 2007).

1.3.1.5. Atretik Follikiil

Yenidogan doneminde sayilar1 400 bin kadar olan primordiyal folikiillerden
olgunlagsmayan biiylik bir boliimii, erken postnatal donemde ve puberteden sonra atreziye
ugrarlar. Folikiil atreziye ugrarken dnce oosit, daha sonra folikiiler hiicreler dejenere olur.

Atreziye ugrayan primordial folikiillerin yerini, stromal bag dokusu alir. Ancak, gelisen
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folikiillerin atrezisi daha kompleks bir olaydir. Primordial folikiillerde oldugu gibi, burada
da ilk dejeneratif degisiklikler, oosit ve bunu takiben folikiil hiicrelerinde izlenir. Siserek
belirginlesen zona pellusida, oositin ve folikiil hiicrelerinin dejenere olmasindan sonra bile,
belirgin olarak izlenebilir. Makrofajlar, dejenere olmus graniiloza hiicrelerini sarar.
Folikiiler hiicre ile teka interna arasindaki bazal membran kalinlagarak hiyalinize kalin bir
bant olusturur. Olusan skar dokusu, korpus albikansa benzer ancak daha kiigiiktiir. Atrezi
sOyle gerceklesir; mitoz durur, graniiloza hiicreleri arasinda endoniikleazlar ve hidrolitik
enzimler yayilir, graniiloza tabakasinda ¢ok miktarda notrofil ve makrofaj izlenir, daha
sonra graniiloza hiicreleri antruma dokiiliir, teka interna hipertrofiye ugrar, folikiil biiziisiir

ve bag dokusu folikiil antrumuna dogru ilerler.

Otolitik degisikliklere dayanikli olan zona pellusida, makrofajlar tarafindan
fagoside edilerek ortadan kaldirilir. Camsi membran olarak da bilinen kalin bir bazal

membranin varligi ge¢ donem atrezinin bir 6zelligidir (Esrefoglu 2004).
1.3.2. Ovulasyon

Siklusun ortasina dogru (ortalama 28 giinlilk menstriiel siklusun 14. giinii) ovaryum
folikiilii, FSH ve LH’in etkisiyle (Balasch ve ark. 1995) ani bir biiylime gosterir ve
ovaryum ylizeyinde kistik bir kabart1 olusur. Stigma, kisa siirede kii¢lik damarsiz bir nokta

seklinde bu kabartinin yiizeyinde belirir.

Ovulasyon oOncesi, sekonder oosit ve kumulus ooforusun bazi hiicreleri

gerginlesmis folikiiliin i¢ yiizeyinden ayrilir.

Ovulasyon, LH iiretimindeki ani yiikselisle tetiklenir. Ovulasyon genellikle LH
artisindan 12-24 saat sonra olur. LH artis1 (kandaki yliksek Ostrojen diizeyi bu artisa neden
olmustur), stigmanin disariya balonlagmasina yol agarak bir vezikiil olusturur. Daha sonra
stigma patlar ve sekonder oosit folikiil sivisiyla birlikte atilir. Oositin atilmasi, folikiil igi
basincin artmasi ve teka eksternadaki diiz kaslarin, prostaglandin uyarimina bagli olarak
kasilmasimin bir sonucudur. Folikiill duvarimin enzimlerle sindirimi (pargalanmasi),
ovulasyona neden olan ana mekanizmalardan biri olarak goriilmektedir (Oehninger ve
Hoolgen, 1993). Atilan sekonder oosit; zona pellusida, bir ya da daha fazla tabakali 1s1nsal
tarzda dizilmis folikiil hiicrelerinin olusturdugu korona radiata ve kumulus tabakasi ile

sartlmistir. Bylece oosit-kumulus kompleksi olusur (Tablot, 1985). LH artisinin ayni
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zamanda primer oositin ilk mayoz bdlinmesini de baslattigi diigiiniilmektedir. Bu nedenle

olgun ovaryum folikiiliinde sekonder oosit bulunur (Moore 2002).
1.3.3. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra graniiloza ve teka interna hiicreleri bdliinmeden biiyiiyerek
hormon salgilayan lutein hiicrelerine doniisiirler. Boylece gecici bir endokrin bez olan
korpus luteum (sar1 cisim) olusur. Korpus luteum, progesteron ve Ostrojen hormonlari
salgilar. Graaf follikiiliinde, ovulasyon sonrasi bir i¢ basing diiser ve teka katmanindaki kan
damarlarindan kan sizmasi ile kisa bir siire i¢in follikiil i¢ine kan toplanir. Buna kirmizi
cisim (korpus rubrum, korpus hemorajikum) denir. Déllenme olmadiginda, ovulasyonu
izleyen 9. giinde korpus luteum en fazla erigebilecegi boyuta ulagir ve ovaryumun
yiizeyinde sarimtrak bir ¢ikinti halinde izlenir. Daha sonra luteal hiicrelerin
dejenerasyonuyla giderek kiigiiliir ve korpus albikans olarak bilinen fibrotik skar dokusu
haline gelir. Bu sirada progesteron {iiretimi de azaldigindan menstrual kanama baslar.
Oositin  dollenmesi durumunda, Korpus luteumun dejenere olmasi, gelismekte olan
embriyonun sinsityotrofoblastlari tarafindan salgilanan koriyonik gonodotropin ( HCG)
hormonu tarafindan engellenir. Bdylece korpus luteum biiyiimesini siirdiiriir ve gebelik
korpus luteumuna dondisiir. Bu yap1 3. ayin sonunda ovaryumun 1/ 3 ile 1/2'si kadar bir
biiyiikliige ulasir. Sarimtirak renkteki luteal hiicreler dordiinci aym sonuna degin
progesteron salgilamay1 siirdiiriir. Bundan sonra, plasentanin trofoblastik bileseni
tarafindan salgilanan progesteron hormonunun miktari, gebeligin siirdiiriilmesine yetecek
diizeye geldiginden yavas yavas dejenere olur. 4. aydan once gebelik korpus luteumun

dejenerasyonu genelde diisiikle sonuglanir (Sadler 2005).
1.4. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak dollenme sirasinda belirlenmis olmasina
karsin, gonadlar gelisimin 7. haftasina degin erkek ya da disi yapisal Ozellige sahip
degillerdir. Cinsiyetin farklanmasi, ¢ok sayida genin rol oynadiglr karmasik bir siirectir.
SRY geni (Y kromozomunun iizerindeki cinsiyet belirleyici bolge), Y kromozomunun kisa
kolunda (Ypll) bulunur ve cinsiyet belirleyicisidir. Bu genin protein iiriinii olan
transkripsiyon faktorii, gelismemis durumdaki tireme organlarmin cinsiyetini belirleyen
genleri harekete gegirir. SRY geni Testis Belirleyici Faktor (TBF)‘diir. Bu faktoriin var

olmasi durumunda fetusun cinsiyeti erkek, yoklugunda ise kizdir (Sadler 2005).
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Sekil 1.3. Ovaryumun farklanmasi (Kierszenbaum 2006).

Gonadlar baglangigta s6lom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki mezensimin
yogunlagmasiyla olugmus bir ¢ift genital ya da gonadal kabartilar seklinde belirirler.
Gelisimin 6. haftasina degin bu kabartilar i¢inde {ireme hiicreleri goriilmez.

Ilkel (primordiyal) iireme hiicreleri, gelisimin 2. haftasinda primer embriyonik
ektodermden (epiblast) koken alirlar. Daha sonra epiblasttan ayrilarak ameboid
hareketlerle vitellus kesesinin ekstraembiyonik yapilarima goc¢ ederler. Baslangicta
embriyonun kaudalinde yerlesik ekstraembriyonik mezodermde goriiliirler, sonra vitellus

kesesi duvari endoderminde izlenirler (Moore 2002,Sadler 2005)
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Sekil 1.4. Ovaryumlarin embriyolojik gelisimi (Moore ve ark. 2002).
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Geligimin 4. haftasinda son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, 5.
hafta basinda ilkel gonadlara ulasirlar. 6. haftada ise, genital kabartilara yerlesirler. ilkel
iireme hiicrelerinin izledigi bu yola, germ c¢izgisi (hatt1) denir. Ilkel iireme hiicreleri, acik
renk sitoplazmalar1 ve oval sekilleriyle ayirt edilirler. Bu hiicreler, genital kabartilara
ulasamadiklarinda gonadlar  gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testis‘e
farklanmalarinda ilkel tireme hiicrelerinin tetikleyici etkisi vardir (Moore 2002, Sadler
2005).

flkel {ireme hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen 6nce ve ulagmasi
sirasinda, genital kabartinin epiteli cogalir ve epitel hiicreleri altindaki mezensimin igine
gomiiliirler. Burada ilkel cinsiyet kordonlar1 olarak adlandirilan, diizensiz sekilli kordonlari
olustururlar. Erkek ve disi embriyolarda bu kordonlar, yiizey epiteline baglidir ve bu
evrede erkek ya da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesi olanaksizdir. Bu nedenle, bu
evreye farklanmamis evre, bu gonada da farklanmamis gonad denir (Sadler 2005).

XX kromozomlar1, ovaryumun gelisimi igin genler igerir. 10. haftaya kadar
ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilmezler. XX kromozomlarina sahip disi
embriyolarda, ilkel cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. ilkel iireme
hiicresi gruplart iceren bu kiimeler, daha ¢ok ovaryumun medullar bdlgesinde
yerlesmislerdir. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra kaybolarak yerlerini damarli stromaya
(medulla) birakirlar.

Disi gonadin yiizey epiteli, erkek gonadin aksine ¢ogalmayi siirdiiriir. 7. Haftada
yiizey epitelinden koken alan hiicre kordonlar1 alttaki mezensim i¢ine gOmiiliir. Bunlar
yilizeye yakin yerlesirler ve ikincil kordonlar olarak adlandirilirlar. 4. ayda bu kordonlar,
bir ya da daha ¢ok sayida ilkel {ireme hiicresini ¢evreleyen izole hiicre topluluklart haline
gelirler. Bu tireme hiicreleri zamanla oogonyumlara doniisiirken, yiizey epitelinden asagiya
gdc eden ve iireme hiicrelerini ¢evreleyen epitel hiicrelerinden de folikiiler hiicreler olusur
(Moore 2002,Sadler 2005).

Germ hiicreleri, gogleri sirasinda bir yandan da ¢ogalirlar. Bunlar spermiyum ve
oositlerin onciilleridir. 6. haftanin sonunda mitoz boliinmeyle ¢ogalan hiicrelerin sayilari
kadardir (Block ve ark 1952, Motta ve ark 1997).

Ovaryum farklilagmasinin 1lk belirtileri 6 ile 8. haftalar arasinda germ hiicrelerinin
hizla mitotik boliinmesidir. Bu boliinme sonucunda 16 ile 20. haftalar arasinda yaklasik 6-7
milyon oogonyum olusur. Bu evreden baslayarak ovaryum‘un iireme hiicre sayist geri

doniistimsiiz azalir ve yaklasik 50 yil sonra da tiim oosit icerigi tiikkenir. 20°li yaslarda
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104.000, erken 30°lu yaslarda 33.000 diizeyine inen folikiil ve oosit sayis1 40‘l1 yaslarda
7900e kadar diiser ( Block ve ark 1952).

1.4.1. Oogenezis

Oogenezis; oogonia denilen primitif germ hiicrelerinin, olgun oositlere
dontismesiyle gerceklesen olaylar dizisidir. Hiicrelerdeki bu olgunlagma siireci, dogumdan

once baglar, cinsel olgunluga erisildiginde tamamlanir.

Erken fotal hayatta, oogonia dogumdan Once, primer oositleri olusturmak icin
hacimce biiyiir, primer oosit olustugunda ovaryuma ait stroma hiicreleri ile ¢evrelenir. Bu
yap1 tek tabakali diizlesmis folikiiler epitel hiicrelerini olusturur. Bu hiicre tabakasi ile

¢evrelenmis primer oosit, primordial folikiilii olusturur.

Puberte boyunca primer oosit biiyiir, folikiiler epitelyum hiicreleri 6nce kiibik sonra
prizmatik bir goriiniim kazanir, boylece primer folikiil olusur. Primer oosit kisa siirede
zona pellusida ad1 verilen renksiz, hiicre igermeyen glikoprotein ortiisiiyle ¢evrelenir. Zona
pellusida yiizeyinin Scanning Electron Mikroskop goriintiilerinde, Isvigre peynirine
benzeyen i¢ ice gegen pencereler olusturulmus, diizgiin ag benzeri bir yap1 ortaya
cikartlmistir. Primer folikiilin kiibik folikiiler epiteli, birden fazla kat icerdiginde

olgunlagmis veya sekonder folikiil adin alir.

Primer oosit ilk mayoz bodliinmesine, dogumdan Once baslar ancak profaz
puberteye kadar tamamlanamaz. Primer oosit, puberte boyunca cinsel olgunluga ve iireme
sikluslar1 baglayincaya kadar profazda bekler (diktioten). Primer oositi ¢evreleyen folikiiler
hiicrelerin oosit maturasyon inhibitérii (OMI) adindaki bir maddeyi salgilayarak, oositin

mayotik boliinme siirecini durdurdugu diistiniilmektedir.

Oositlerin dogum sonrasi olgunlagmasi puberte ile baslar, her ay genellikle bir
folikiil olgunlasir ve ovulasyon olur. Ilk mayotik béliinmenin uzun siirmesi (45 yila kadar)
mayotik hatalarin sikhigindaki yiiksekligi kismen agiklayabilir. Profaz 1’de bekleyen

primer oositler de radyasyon gibi ¢evresel ajanlara duyarlidir.

Dogumdan sonra kizlarda primer oosit olusmaz, erkeklerde ise puberte sonrasi da
primer spermatosit yapimi devam eder. Primer oositler puberteye kadar ovaryum

folikiillerinde bekler. Folikiil olgunlastikca primer oositin boyutlar1 artar, ovulasyondan

15



hemen o6nce birinci mayoz bdliinmeyi tamamlar. Spermatogenzisdeki benzer asamalardan

farkli olarak, sitoplazma esit olarak boliinmez.

Sekonder oosit hemen hemen tiim sitoplazmayi alir, birinci polar cisimcige ¢ok azi
kalir. Tlk polar cisimcik; kiiciik, islevsel olmayan ve kisa siire icinde dejenere olacak bir
hiicredir. Ovulasyondan sonra sekonder oositin ¢ekirdegi ikinci mayoz boliinmeye baslar,
ama boliinme durdugunda sadece metafazi ilerlemistir. Eger bir sperm sekonder oositin
icine girerse, ikinci mayotik boliinme tamamlanir ve yine sitoplazmanin ¢ogu bir hiicreye,
fertilize olmus bir oosite veya olgun ovuma geger. Diger hiicre kisa siirede dejenere olan,
kiigiik ve islevsiz bir hiicredir. Ikinci polar cisimcik atildiginda oositin olgunlasmasi
tamamlanir

Yeni dogan bir kiz bebegin ovaryumlarinda yaklasik 400 bin primer oosit vardir
ama g¢ocuklukta ¢ogu geriler, ad6lasan donemde 40 binden fazla degildir. Bunlardan
sadece 400 kadar1 sekonder oosit olur ve ireme doneminde ovulasyon sirasinda atilir. Bu
oositlerin ¢ok azi olgunlasir. Kontraseptif ila¢ kullanan kadinlarda yumurtlanan oosit sayisi

olduke¢a azalir. Ciinkii, bunlarin i¢indeki hormonlar ovulasyonun olmasini engeller (Moore

2002).
1.5. Kok Hiicreler
1.5.1. Kok Hiicrenin Tanim ve Kok Hiicre Tipleri

Organizmay1 olusturan hiicreler ¢ogalma, bolinme ve biiyiime o6zellikleri
bakimindan birbirlerinden bazi farkliliklar gdstermektedirler. ileri farklilanma gosteren
eritrositlerin ve sinir hiicrelerinin boliinmedikleri kabul edilir ve bu hiicreler post mitotik
hiicreler olarak tanimlanir. Bazi hiicreler ise, uzun siire sessiz kalirlar fakat uygun
sinyallerle boliinmek {izere tetiklenebilirler (Kierszenbaum 2006).

Canli viicudunda, uzun siire boliinebilen, kendini yenileyen ve ayni zamanda
viicudun ihtiyacina gore farkli hiicre tiplerine farklilagabilme yetenegine sahip olan, bu
ozelliklerini ise kendilerine 06zgii sinyaller vasitasiyla gerceklestiren hiicreler ‘kok
hiicreler’ olarak bilinmektedir (Odorico ve ark 2001). Farklilasmamis kok hiicrelerin, diger
hiicrelerden farkl olarak, baslangigtaki hiicrenin karakteristik 6zelliklerini tasiyan en az bir
benzer hiicre olusturabilme yetenegi (self-renewal); tek bir hiicreden birden fazla hiicre
serisine farklilasabilme yetenegi (multi-lineage differentiation) ve bir dokunun islevsel

olarak yeniden yapilandirilmasi 6zellikleri vardir (Weissman 2000).
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Kok hiicreler, genlerin kontrolii altinda aldiklar1 sinyallere gore bircok dokuya
kaynaklik edebilmelerine ragmen, 6zellesmis bir hiicrenin islevini yerine getiremezler.
Laboratuar ortaminda bu hiicreler, uzun zaman dilimlerinde ¢ogaltilabilirler. Okarma ve
arkadaslar1 tarafindan, kok hiicre serilerinin 300-400 dongii boyunca cogalabildikleri
gosterilmistir (Okarma ve ark 1999). Bu smirsiz boliinme yetenekleri telomeraz enzim
aktivitesi sonucunda olusmaktadir. Bu enzim, dogrusal kromozomlarin ucunda bulunan,
tekrarlanan ‘TTAGGG’ DNA dizileridir ve telomerlerin kisalmasini Onlemektedir.
Telomerler ne kadar uzun olursa, hiicrelerin boliinme kapasitesi de o kadar fazla olur. Bir
hiicrede telomeraz ne kadar aktifse telomer uzunlugu da o kadar korunabiliyor demektir.
Kok hiicrelerde de ¢ok aktif telomeraz enzim aktivitesi ve buna bagl uzun telomer zinciri
vardir. Bu nedenle, kok hiicreler ¢ok uzun simirsiz boliinme yetenekleri ile kendilerini
kopyalarlar. insan germ, tiimér (Aragona ve ark 2000), embriyonik (Hoffman ve ark 2005)
15 ve eriskin kok hiicre (Tam ve ark 2007) serilerinde yiiksek telomeraz enzim aktivitesi
bulunmustur. Ondokuzuncu yiizyildan bu yana gelisim gosteren klonlama teknolojisindeki
ilerlemeler devam ederken, kok hiicreler hakkindaki ¢alismalar da ayni sekilde gelisim
gostermistir. Yapilan calismalar sonucunda, bir dokudan elde edilen kok hiicrelerin, uygun
ortam sartlarinda, uygun uyarilarla farkli doku hiicrelerine doniisebilme yetenekleri
gosterilmistir. Bu kavram plastisite (transdiferansiyasyon) olarak tanimlanmistir (Vescovi
ve ark 2002). Kok hiicreler, totipotent, pluripotent ve multipotent olmak tizere 3 grup
altinda tanimlanmaktadirlar (Weissman 2002). Sperm ve oositin fertilizasyon sonucu
birlesmesi ile olusan zigot, viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip ilk
embriyonik hiicredir. Bu hiicreye her seyi yapabilen anlaminda ‘totipotent hiicre’ denir. Bu
terim, erken embriyonik donemdeki embriyonun, 5. giiniine kadar olan tiim blastomerleri
icin gecerlidir. Totipotent embriyonik kok hiicreler, tam ve islev géren bir canliyi
olusturabilecek tiim hiicre tiplerine farklilasabildikleri gibi, plasenta ve amniyon kesesi
gibi embriyon dis1 dokulara da farklilasma yetenegine sahiptirler (Tablo-1). Totipotent
hiicreler, gelisimin ileri evrelerinde pluripotent hiicrelere doniisebilmektedirler (Chapman
ve ark 1999). Pluripotent kok hiicreler, fertilizasyondan sonra, pre-implantasyonun 5.
giiniinde olusan Dblastosist asamasindaki embriyoda bulunan hiicrelerdir (Tablo-1).
Blastosist; embriyon dis1 tabakalar1 olusturacak trofoblastik hiicreler, blastosol ve i¢ hiicre
kitlesi olmak {izere 3 yapidan olusmustur. Embriyonik kok hiicrelere (EKH) kaynaklik
eden i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler ‘pluripotent kok hiicreler’ olup, gerekli ortam
saglandiginda, yaklasik 200 hiicre tiiriine doniisebilecek potansiyele sahiptirler. Ancak bu

kok hiicreler, sadece embriyoya ait biitiin hiicre ve dokular1 olusturacak olan ana iskeleti
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meydana getirdiklerinden ve embriyon dig1 tabakalara farklilasamadiklarindan dolayi, islev
goren bir organizmay1 olusturamazlar (Thomson 1998).

Bunun disinda; gastrula asamasindaki embriyoda bulunan, her ii¢ embriyonik germ
yapragina (ektoderm, mezoderm ve endoderm) farklanma yetisine sahip epiblastlar ile her
bir germ yapragini olusturan ve her biri farkli somatik hiicrelere farklilasabilen ektoderm,
mezoderm ve endoderm hiicreleri de ‘pluripotent embriyonik kok hiicreler’ olarak
isimlendirilirler (Tablo-1). Gelismekte olan bir organizmada, EKH’den s6z etmek miimkiin
degildir.

‘Multipotent kok hiicreler’, embriyonik gelisimin ileri evresine (fotal, prenatal,
posnatal, infertil ve ¢ocukluk donemleri) ait hiicreler olup, 6zellesmis hiicre tiplerine
farklilasabilirler (6r. hematopoetik kok hiicre) ve yetiskin (dokuya 6zgili) kok hiicrelere
dontigebilirler. Multipotent hiicreler dogumla birlikte kordon kaninda ve eriskin viicudunda
ozellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar. Basta kemik iligi olmak {izere
viicudumuzun ¢esitli organlarinda ve bu organlarin belirli doku bolgelerinde lokalize olan,
gerektiginde kendini ¢ogaltip, farklanabilen, kararli haldeki kok hiicrelere ‘Yetiskin Kok
Hiicreler’ (YKH) denir (Tablo-1). YKH, doku ya da organa 6zel doku biitiinliigiiniin
devamini saglayan kok hiicrelerdir (Can 2009). Multipotent bir kok hiicre olan yetiskin kok
hiicreleri, embriyonik kok hiicreler (EKH) ve embriyonik germ hiicreleriyle
karsilastirildiginda, daha diisiik pluripotensiyele, yani daha az sayida hiicre tiiriine
farklanma kapasitesine sahiptirler (Chapman ve ark 1999). Bu o6zelliklerinden dolayi,
prokiirsor (6ncili veya progenitor) hiicre olarak isimlendirilebilirler. YKH, retina, akciger,
kalp kasi, iskelet kasi, barsaklar, bobrek, dalak, kemik iligi, kan ve deri gibi dokularin
olusumuna katkida bulunabilmektedirler (Grove ve ark 2004). Ayrica, sahip olduklar
asimetrik hiicre boliinme potansiyeliyle, hemen hemen smirsiz bir sekilde kendilerini
yenileme kabiliyetine de sahiptirler (Schwab ve ark 2005). Yetiskin kok hiicrelerden
bulundugu dokuya gore birden fazla tiirde hiicreye farklilasabilen hiicrelere ‘Multipotent
Yetiskin Kok Hiicreler’, tek bir dokuda yerlesik sadece bir hiicre tipine farklilagabilen
hiicrelere ‘Unipotent Yetiskin Kok Hiicreler’ denir. Ornek olarak, kas dokusundaki uydu
hiicreleri verilebilir.

YKH iizerindeki en kapsamli ¢aligmalar, immun sistem ve kan yapimini saglayan
‘hematopoetik kok hiicreler’ iizerinde gergeklestirilmistir (Masson ve ark 2004).
Hematopoetik progenitor hiicre kaynagi olarak kemik iligi, periferal kan ve gobek kordonu

kullanilmaktadir (Cuneo ve ark 2004). Kemik iligi, hematopoetik ve mezenkimal kok
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hiicrelerine (MKH) diferensiye olma potansiyeline sahip olan, stromal hiicrelerin yapimini
da tistlenmektedir (Masson ve ark 2004).

MKH veya kemik iligi stromal hiicreleri olarak bilinen fibroblast koloni formlari,
ilk olarak 1974 yilinda tanimlanmislardir. Bunu takiben 1999 yilinda bu hiicreler, gogalma
faktorleri kullanilarak in vitro kiiltiirlerde saflagtirip iiretilerek osteoblast, kondrosit ve
adipositler elde edilmistir (Vats ve ark 2005). Yapilan ¢alismalarda MKH’in, kemik, kas
ve diger dokularin onarimi igin mutlaka gerekli oldugu tespit edilmistir (Chapman ve ark
1999).

Insanda gelisimin ikinci haftasmin baginda epiblast tabakasindan koken alan ve ilk
kez dordiincii haftanin basinda vitellus kesesi duvarinda gozlenen kok hiicrelere ise
‘Primordiyal Germ Hiicreleri’ denir. Bu hiicreler kadinda oositlerin onciisii olan
oogonyumlari; erkekte spermatozoonlarin Onciisii olan spermatogonyumlar1 olustururlar
(Can 2009).

‘Embriyonik Germ Hiicreleri’ ise primordiyal germ hiicrelerinden koken alan
pluripotent kok hiicrelerdir. 5-9 haftalik fetusun gonadal kivrim ve mezenter bolgesindeki
primordiyal germ hiicrelerinin kiiltiirii ile elde edilirler. Ik olarak farede gozlenen bu
hiicreler insanlarda da gosterilmistir. Germ hiicrelerinin diabet, iirolojik ve norolojik
sorunlarda tibbi tedavide kullanilmasi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir (Kerr ve ark 2006).

Spontan olarak sonlanmisg ya da ebeveynlerin izniyle yasal ve sistemli olarak
sonlandirilmis  gebeliklerdeki fetiislerden elde edilebilen, ¢ogalma ve farklilanma
yeteneklerine sahip, siirlt sayidaki hiicrelere ‘Fetiis Kok Hiicreleri’ denir. Bu gruptaki kok
hiicrelere 6rnek olarak; amniyon sivisindaki kok hiicreler, plasenta kaynakli kok hiicreler

ve gbbek kordonu stromasi kaynakli kok hiicreler verilebilir (Can 2009).

Son yillarda kok hiicre arastirmalarinda ¢igir niteliginde olabilecek bir gelisme
yasanmistir. 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka adli arastirmacilar tarafindan EKH’e
benzeyen pluripotent kok hiicre 6zelligi kazandirilmis “Yeniden Programlanmis Somatik
Hiicre’ anlamina gelen uyarilmis pluripotent kok hiicreleri kesfedilmistir. Yeniden
programlanma, belirli genlerin ifadesinden sorumlu transkripsiyon faktorlerinin somatik

hiicreye aktarilmasi prensibine dayanmaktadir (Jaenisch 2009).
1.5.2. Kok Hiicre Arastirmalarinin Tarihgesi

Transplantasyon diisiincesi, tarih boyunca mitolojide yer alan ve her biri

xenotransplantasyon 6rnegi olan sfenkslerin, deniz kizlarinin ve kantaronlarin 6rneginde
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hayata ge¢mistir. Mitolojide, atesi tanrilardan ¢alarak insanliga hediye etmesi iizerine,
Zeus tarafindan cezalandirilan ‘Prometheus’un hikayesi’ de buna bir Ornektir. Zeus
tarafindan, Olimpos daginda bir kayaya baglanarak karacigerinin her giin bir kartal
tarafindan yenmesi seklinde bir cezaya carptirilan Prometheus’un karacigeri, her giin
kendisini yenilemektedir. Bu, karaciger hiicresinin rejenerasyon yetenegi ve dolayisi ile
kok hiicre kavramini ortaya koyan ilk hikayedir.

Bugiliniin kok hiicre tedavisi tizerine diinyada belki de ilk ¢alismalar1 yapan, insan
Omriinii uzatmanin yolunun, dogum sonrasi atilan plasentalarda, kordon hiicrelerinde
oldugunu sdyleyen arastirmaci Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin’diir. 1950-1960°11 yillarda
kendisi hayvanlarda fetal greftler ve kordon kani greftleri ile ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde arastirmalar yapti ve bu arastirmalarini Almanca tip dergilerinde yayinlandi
(Sahin 2005, Saydam 2005, Omay 2005).

1878 yilinda ilk kez, memeli yumurtalarini viicut disinda fertilize etme girisimleri
baslatildi1 (Trounson ve ark 2000).

1959°da, tavsanlarda yavruyla sonuglanan ilk basarili in vitro fertilizasyon (IVF)
caligmasi gergeklesti (Trounson ve ark 2000).

1960°da, farelerde teratokarsinomlarin embriyonik germ  hiicrelerinden
kaynaklandigi, gosterildi (Friedrich ve ark. 1983, Kleinsmith ve ark 1964).

1968°’de Edwards ve Bavister, in vitro olarak ilk kez insan yumurtasinmi fertilize
ettiler (Trounson ve ark 2000).

1970’1 yillarda kiiltiirde kok hiicreler, embriyonik gelismeyi gostermek igin
cogaltildi.

1975°de erken memeli gelisiminin incelenmesinde, teratoma ve teratokarsinomlar
model sistem olarak kullanilmaya baglanmistir (Martin ve ark 1975).

1978°de ilk in vitro fertilizasyon bebegi, Louise Brown Ingiltere’de dogdu
(Trounson ve ark 2000).

1981°de, implantasyonun son evresindeki fare embriyolarinin pluripotent hiicreler
icerdigi tespit edilmis ancak bu hiicrelerin in vitro ortamda kiiltiire etme girigimleri
basarisizlikla sonu¢lanmigtir. Embriyo gelisimi ig¢in, hiicre hatlariin kullanilmasi
calismalarindaki in vitro sistemler, in vivo kosullarda olusturulan teratokarsinomlardan
saglanabilmektedir. Bu teratokarsinom hiicre hatlarinin, pluripotent embriyonik kok
hiicrelerle pek ¢ok morfolojik, biyokimyasal ve immiinolojik 6zellikleri paylastigi fakat
kiiltire edilme girisimlerinde transformasyona ve Kkaryotipik degisikliklere ugradiginin
belirlendigi bildirilmektedir (Downing ve ark 2004).

20



1981°de, teratokarsinom hiicre hatlar1 konusunda edinilen deneyimler neticesinde,
implantasyonun son evresindeki embriyonlarin ektopik bolgelere 20 transferinin
pluripotent kok hiicreleri igeren teratomlara neden oldugu ortaya konuldu (Downing ve ark
2004).

1981°de Evans, Kaufman ve Martin laboratuarda ilk kez fare embriyonik kok
hiicresini blastosistlerin ‘i¢ hiicre grubu’ndan elde ettiler ve kiiltiirde ¢ogaltmay1 basardilar
(Martin 1981, Evans ve ark 1981).

1989°da Pera ve arkadaslari, her 3 germ tabakasindan insan embriyonal karsinom
hiicre dizilerini elde ettiler (Pera ve ark 1989).

1994°’de in vitro fertilizasyon icin goniillillerce verilen Orneklerden insan
blastosistleri elde edildi ve kiiltiirde 2 pasaj saglandi (Bongsa ve ark 1994).

1995-1996°da hayvanlarda ilk kez in vitro embriyonal kok hiicre saglandi
(Thomson vd. 1996, Trounson ve ark 2000).

1998’de Wisconsin-Madison Universitesinden James Thomsan ve arkadaslar,
infertilite tedavisi goren ¢iftlerden normal insan blastosistlerinin i¢ hiicre grubundan insan
embriyonik kok hiicrelerini ilk kez elde ettiler ve kiiltiirde cogaltmay1 basardilar (Thomson
ve ark 1998). Aym zamanda, Johns Hopkins Universitesinden John Gearhart, fetal gonadal
dokulardaki izole bir grup hiicreden insan embriyonik germ hiicrelerini elde etti ve bu
hiicreleri ‘primordial germ hiicreleri’ olarak adlandirdi. Bu hiicreler, yumurta ve spermi
olusturmak tizere gorevliydi.

2000’de, insan embriyonik kok hiicresinin pluripotent oldugu anlasildi. Sonraki
yillarda daha farkli yontemlerle insan embriyosundan pluripotent kok hiicre elde edilmesi
basarildi. Artik bu hiicrelerin gergekten de kalp, pankreas ve sinir sistemi gibi doku ve
organlarin yerini alabilecegi kanitlanmigtir. Transplantasyon amagl pankreatik ada
hiicreleri, dopamin salgilayan noronlar, kalp kas1 hiicreleri gibi insan dokular1 yapmaya
yonelik yontemler gelistirilmektedir.

2006’da bir grup Japon arastirmaci tarafindan, yeniden programlanmis anlamina
gelen, uyarilmis pluripotent kok hiicreleri tiretildi (Takahashi ve ark 2007).

2008’de yapilan kok hiicre ¢aligmalar1 sonucunda norolojik hastaliklarda kok hiicre
caligmalarinin etkili ve giivenli bir tedavi metodu oldugu belirtilmistir (Deda 2008).

2009’da yapilan ¢alismada, aortokoroner baypas ile es zamanli kemik iliginden elde
edilen otolog kok hiicrelerin miyokarda direkt enjeksiyonu uzun dénem sonuglar1 g6z
ontine alindiginda giivenli oldugu ve hastalarin tedavisine olumlu Kkatkilart bulundugu

aciklanmustir (Yerebakan ve ark 2009).
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2010°da yapilan ¢aligmalarda, otolog retina pigment epiteli transplantasyonunda
embriyonik kok hiicreler, kemik iligi kaynakli kok hiicreler, gobek kordonu kaynakli kok
hiicrelerin kullanildig1 ve basarili sonuglar alindigi belirtilmistir (Da Cruz ve ark 2010).

2011 ‘de MKH’in, ¢esitli kikirdak hastaliklarinda hasarli dokularin onarilmasi i¢in
ve doku bloklar1 elde edilmesinde doku miihendisligi icin ideal hiicre tipi oldugu
bildirilmistir (Akgiin ve ark 2011).

2012’de fare modelleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda tanimlanan yeni molekiiler
belirtecler 16semi hastalarinin tanis1 ve prognozun belirlenmesinde kullanilabilecek bilgi ve

bulgular verdigi bildirilmistir (Terzi ve ark 2012).

2013’de gelisen gen teknolojileri ile, 6karyot hiicreye gen aktarimi miimkiin ve bu
teknolojiler ile hiicrede istenilen genlerin aktiflenmesi veya susturulmasinin olast oldugu
aciklanmistir. Uygun ortam saglandiginda normalde kapali olan bazi genlerin aktif
formlarinin hiicre ¢ekirdegine aktarilmasi ile farklanmis bir insan hiicresinden indiiklenmis

pluripotent kok hiicreler elde edilmekte oldugu bildirilmistir (Coban ve ark 2013).
1.5.3. Kok Hiicrelerin Simiflamasi

Kok hiicreleri siniflamak i¢in kullanilan terminolojiler sasirtict ve karmasik olabilir.
Temel olarak 2 ¢esit siniflama kullanilabilir. Bunlardan en sik kullanilani, kok hiicrenin
koken aldig1 dokuya dayanan smiflamadir. ikinci siniflama daha ¢ok fonksiyonel olan ve

kok hiicrelerin potensiyel gelisimlerini temel alan siniflamadir (Can 2008).
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Isim Hiicre Tipi | Farklanma Etkinligi | Farklanma Yonii

(Yerlesim)

EKH Morula Totipotent Embriyon ve
asamasindaki embriyon dist
hiicreler tabakalar

EKH Blastosist Pluripotent Embriyon govdesi
agsamasindaki i¢ (tim somatik ve
hiicre kitlesi germ hiicreleri)
hiicreleri

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

EKH Ektoderm, Pluripotent Tim somatik
mezoderm ve hiicreler

endoderm hiicreleri

YKH Ozgiin doku | Multipotent Hiicrenin

hiicreleri bulundugu dokuya
gore bir veya daha
fazla tiirde hiicre

YKH Bir dokudaki | Unipotent Bir hiicre tipi

yerlesik hiicreler

Tablol.1. EKH*: Embriyon kok hiicreler; YKH** : Yetiskin kok hiicreleri;(Can A
2008).

1.5.3.1. Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeline gore Siiflandirilmasi
Totipotent kok hiicreler;

Oositin dollenmesinden sonraki yaklasik 4. giine kadar olusan hiicre kitlesidir.
Zigot, en 6nemli ve ilk totipotent hiicre olarak kabul edilir. Totipotent hiicreler farklilasma
kapasitesine bakildiginda, viicuttaki tiim hiicre ve dokulara farklilagabilen hiicre tipidir. Bu

hiicreler, embriyonik ve embriyonik olamayan dokulara farklilasabilirler.
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Pluripotent kok hiicreler; Embriyonik olmayan hiicrelere farklilasamazlar. Bu
Ozellikleriyle totipotent hiicrelerden ayrilirlar. Bu hiicreler, ektoderm, mezoderm ve
endorderme ait tiim hiicrelere farklilasabilirler. Fetusun gonadal hiicreleri, pluripotent

hiicrelerdir.

Multipotent kok hiicreler; bu hiicrelerin farklilasma yetenekleri kisithidir. Kendi
grubundaki hiicre ve doku gruplarina farklilagabilirler. Hematopoetik hiicrelerin sadece

yine kan kokenli hiicrelere farklilagsmasi buna 6rnektir.

Unipotent kok hiicreler; sadece bir hiicre grubuna farklilasabilen hiicrelerdir. Kas

dokusundaki uydu hiicreler buna 6rnektir.

K&k Hiicre Farklilagma Potansiyeli

Totipotent
}
Pluripotent

Multlpatent. Multipotent

Hemapoetik kok hiicre Mezenkimal kék hiicre

o S // W\

hiicreleri  kan hiicreleri

Diger kdk hu:reler?? ? @f Unipotent

Kas Sinir Kemik Diger

Sekil 1. 5. Kok hiicrelerin farklilagma potansiyeli (Alwattar ve ark 2011).
1.5.3.2. Kok Hiicrenin Kaynagi Olan Dokuya Gore Siniflama

Kok hiicreler kaynaklandiklart dokuya gore 4 ana siifa ayrilir: embriyonik kok
hiicreler, erigkin kok hiicreleri, fetal kok hiicreler, umblikal kord kok hiicreleridir. Bu ana
gruplar kendi i¢lerinde alt gruplara ayrilarak isimlendirilirler. Fetal ve erigkin kok
hiicrelerinin embriyonik kok hiicrelerden gelistigini; eriskin organlarinda goriilen kok
hiicrelerin, bu embriyonik kok hiicrelerin kalintilar1 oldugunu ve doku yaralanmalarinin
onariminda bu kalint1 kok hiicrelerin gérev yaptigini diislinenler de vardir (Bongso ve ark

2005).
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iINSAN KOK HUCRELERI

Embriyonik Fetal infant Erigkin

— —

Blastosist Gonadal gizgi  pisiik Kordon kani  Warton jeli
{5-7) giin (6 hafta) ‘ ‘ ‘

Fetal kék hiicre

Germ cizgisi  Somatik

Spermatogonia

Embriyonik  Embriyonik Kordon kani  Kordon matriks Oogonia
kak hiicre germ hiicreleri kék hiicreleri kak hicreleri
Hemapoetik  Mezenkimal Karaciger Epidermal Sinir G&z Mide  Pankreas?

} (sag,deri)

Kemik iligi Periferik kan Kemik iligi stromasi

Sekil 1.6. Kok hiicrelerin kaynagi olan dokuya gore siniflandirilmast (Bongso ve

ark 2005).

Embriyonik Kok Hiicreler

Memeli embriyolari, biitin omurgalilarin embriyolar1 gibi birbirine benzer
goriinlimdeki blastula (blastosit), gastrula ve norula evrelerini gecirir. Zigot olustuktan
sonra embriyonik olan ve embriyonik olmayan hiicreler blastula evresinde ortaya ¢ikar.
Boylelikle i¢ hiicre toplulugu ve trofoblastlar olmak iizere 2 c¢esit hiicre tipi olusur.
Embriyonik dokular, i¢ hiicre toplulugundan olusurken, trofoblastlar uterusa
implantasyonda rol oynayan plasenta ve koryonik membrana farklilagir. Embriyonun
gelisiminde en Onemli Ozellik hiicre-hiicre kontagidir. Bu sekilde hiicreler birbirleriyle

haberlesir, koordine olur ve farklilasir.
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Sekil 1.7. Embriyonik kok hiicre gelisimi (Friel ve ark 2005).

Embriyonik indiiksiyonda denilen embriyonik gelisim; primer, sekonder ve tersiyer
induksiyon olmak {izere 3 ana evrede bi¢imlenir.

Primer indiiksiyon; gastriilasyon ve hiicrelerin ektoderm, mezoderm ve endoderm
olmak iizere viicuttaki tiim dokularin kaynagi olan 3 germ yapraginin olustugu koordineli
hareketi kapsar.

Sekonder indiiksiyon; olusan {i¢ germ tabakasinin etkilesimiyle noriilasyonun yani
beyin, spinal kord ve periferik sinirlerin olustugu agsamayi kapsar.

Tersiyer indiiksiyon; organogenez, yani viicuttaki tim organlarin olustugu
asamay1 kapsar (Panno 2005).

Memelilerde zigot, 2 hiicre, 4 hiicre, 8 hiicre ve morula evreleri totipotent hiicreleri
igerir. Puliripotent embriyonik kok hiicreler i¢ tabaka hiicrelerinden 5 veya 6 giinliik
blastosistten gelisirler. Embriyogenez siiresince i¢ tabaka hiicreleri, epiblast ve hipoblast
olmak tizere iki tabakaya ayrilir. Hipoblast yolk-sac kesesini olustururken, epiblast
tabakasi ti¢ germ yapragini olusturur (Bongso ve ark 2005).

Arastirmacilar embriyonik kok hiicrelerin farklilagabilme ozelligini ilk olarak,
1980’ 1i yillarda kesfetmislerdir. Bir farenin blastosistlerini, diger bir farenin embriyonik
kavitesine transfer ederek, transfer edilen hiicrelerden bir¢ok doku ve organin gelistigini

gozlemlemislerdir

Insan embriyonik kok hiicreleri, puliripotent ve farklilasmamis hiicrelerin
belirtegleri olan; CD9, CD24, Oktamer baglayici protein (oct-4), Nanog, ALP, LIN 28,
Thy-1, SSEA-3 ve 4 antijenlerini sunarlar (Ural 2006).
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Fetal Kok Hiicreleri

Kok hiicreler, diisiik yapan kadinlardan alinan hiicrelerden de elde edilebilirler. Bu
kok hiicreler, smirsiz sayida bolinme ve kendilerini yenileme oOzelligine sahiptir.
Boliinerek ¢ogalan bu hiicreler, ayn1 kendileri gibi hiicreler olustururlar. Embriyodan elde
edilen bu hiicreler pluripotent yapidadir, yani gerekli kosullar saglandiginda kas, sinir,
karaciger gibi her hiicre tipine doniisebilirler. Bu hiicreler tekrar farklilanarak kromozom
sayilarini yariya indirip yumurta ve sperm hiicresine doniisebilirler. Ancak tek baslarina
yeni bir organizma olusturamazlar ¢iinkii, totipotent degillerdir.

Rahim igerisinde biraz daha biiyiimiis olan organizmada, ileride sperm ve yumurta
olacak treme hiicreleri de kok hiicresi olarak kullanilabilirler. Bu hiicreler, kiltiir
ortaminda tiim hiicre tiirlerine doniisebilirler. Yani, embriyonik kok hiicrelerine benzer
davranig gosterirler. Bu nedenle, bilimsel calismalarda embriyonik kok hiicrelerine
alternatif olarak kullanilmaktadir. Ancak fetustan elde edilen bu kok hiicreler, gelisimin
daha ge¢ safhasinda oldugu i¢in, ¢ogalma potansiyeli daha disiiktiir. Diisiikk yapan
kadinlardan elde edilen fetuslar veya ¢esitli sakatliklar nedeniyle gebelige son verilip

alian fetuslar, bu tiir kok hiicreler i¢in kaynak olusturmaktadir (Senel 2002).

Fetal kok hiicre kullanimi yeni degildir. Kordon kani hematopoetik kok hiicreleri
yaklasik son 20 yildir kullanilmaktadir. Ayrica Parkinson hastaliginin tedavinde kullanilan
fetal noral dokular ile hastaligin tedavisinde bazi klinik ilerlemeler kaydedilmistir. Fetal

kok hiicreler multipotent hiicrelerdir (O’Donoghue ve ark 2004).
Infant Kok Hiicreler
Kordon Kani Kok Hiicreleri:

Kordon kaninda, kemik iligi ve eriskin periferik kanindan farkli olarak dolagimda
olan kok hiicreler ve hiicre elemanlart1 bulunur. Kordon kani, kemik iligi ile
karsilagtirildiginda daha diisiik Graft Versus Host reaksiyonu gosterir. Bunun sebebi,
hiicreler tarafindan sentezlenen artmisg IL-10 seviyeleri ve azalmig B-2-mikroglobulin

diizeyleridir.

Kordon kani hiicrelerinin, karaciger ve ndronlara doniistiigii goriilerek, multipotent
olduklar1 gosterilmistir. Kordan kanindan kaynaklanan matriks hiicrelerinin yararli kok

hiicreler oldugu gosterildikten sonra, ilgiler kordon kanina yonelmis ve kordon kani kok
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hiicreleri daha sonra kullanilmak iizere depolanmaya baslamistir. Bu matriks Warton Jeli
olarak adlandirilmis ve mezenkimal kok hiicre izolasyonunda kullanilmistir. Kordon kani
hiicreleri yiiksek telomeraz aktivitesi gosterirler ve tipik kok hiicrelere benzer c-Kit gibi

antijenler tasirlar (Bongso ve ark 2005).
Eriskin Kok hiicreleri

Eriskin kok hiicre olarak adlandirilan bir grup hiicre, bu hiicreleri destekleyen
hiicreler, mikrogevre olarak adlandirilan bir bolgede ve eriskinde kemik iligi, yag dokusu,
kalp, bobrek, beyin, deri, goz, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas, akciger, meme,
over, prostat ve testis gibi organlarda tespit edilmistir. Bunlar, 6zel mikrogevrelerinde
yiilksek telomeraz aktivitesine sahip olduklari halde embriyonel kok hiicrelerle
karsilastirildiklarinda, daha az farklilasma kapasitesine sahiptirler ve daha kisitli sayida
progenitor hiicre olusturabilirler. Bu hiicreler, sayica ¢ogalabilirler ya da daha olgun veya
dokuya 6zel hiicre tiplerine farklilasabilirler (Ural 2006).

Mezenkimal Kok Hiicreler;

MKH ilk olarak 1966 yilinda, Friedenstein ve arkadaslarinin kemik iligi
orneklerinin in vitro ortamda f6tal sigir serumu katkili medium ile yapilan kiiltiiriinde,
kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin, yapismayan hiicrelerden ayrilmasi ile tanimlanmistir.
Kiiltiir kabina yapisma ve koloni olusturma kabiliyetinde olan mezenkimal kok hiicreler,
kiiltiir ortaminda gogalma yetenegi yiiksek, mezenkimal ve diger embriyonik tabakalara ait
0zel hiicrelere donlisme kabiliyetinde olan hiicrelerdir. Bu calismalar insan MKH’nin
tiimiiniin osteojenik 6zellik gosterdigi, diger ozelliklerinin ise kiiltiir sirasinda kayboldugu
bildirilmistir (Attar 2004).

MKH kemik iliginin disinda, yag dokuda, periosteumda, sinovyal zarda, kasta,
deride, kil kokiinde, periodontal ligamentlerde, diste, kilcal damar duvarinda, plasentada,
gobek kordon kaninda ve kanda bulunmaktadir. Dokularda bulunan MKH’lerin gorevi tam
anlamiyla acgiklanamasa da dokularin homeostazinda gorev aldigi diistiniilmektedir (Ulloa-

Montoya ve ark 2005).

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler, siklikla iliak kanattan alinan
orneklerden elde edilir (Digirolamo ve ark 1999). Femur ve tibia gibi uzun kemiklerin
mediiller kanalindan (Murphy ve ark 2002) ve vertebra korpuslarindan da elde edilebilir
(D’Ippolito ve ark 1999). Kemik iligindeki mezenkimal kok hiicrelerin sayilari, dogum

sonrasinda ortaya ciktiktan sonra yasin ilerlemesi ile erigkin donemde giderek azalir.
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Yenidoganda aspiratlardaki kok hiicre orani 1/ 10.000 iken, 80 yasindaki bireyde
1/2.000.000 oranina kadar azalir (Fibbe 2002).

1.6. Kanser Kok Hiicreleri

Kok hiicreler, homeostatik siireglerin anahtarlaridir. Bir¢ok durumda, hatali veya
calismayan organ ve dokularin yerine konmak {izere ¢oziim olarak disiiniilmektedir.
Ancak, kok hiicrelerin hastaliklarda da 6dnemli rolii olduguna dair bulgular artmaktadir. En
son hiicre c¢ogalmasi ve farklilasmasi gibi hemeostatik kontrollere yanit vermeyen
kanserlerde kok hiicreleri suclanmistir. Kanser, uzun bir siire ¢ogalmayi diizenleyen
sinyallere yanit1 bozan mutasyonlar sonucu gelisen bir hastalik olarak goriilmiistiir. Kanser
kok hiicreleri ile ilgili ikinci dnemli konu, az ve ¢ok sayida olmalari ile bagintisiz olarak
kokenleridir. Karsinogenez i¢in ‘kanser kok hiicre hipotezi’ 2006 yilinda tanimlanmistir.
Bu hipoteze gore kanser kok hiicre hastaligidir ve malign kok hiicreler tiimorijenik
aktivitenin merkezinde yer alirlar. Bu hiicreler kendilerini yenileme ve 6zgiin nesilleri
icerisinde degisik hiicre tiirlerine diferansiye olabilme yetisine sahiptirler (Saigal ve ark
2011).

1.6.1. Ovaryumdaki Mezankimal Kok Hiicrelerin Kanserlesmesi

Kanser kok hiicreleri normal kok hiicrelerdeki genetik degismelerden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kanser kok hiicreleri tanimlamak i¢in, tiimor iginde
bulunan ve dokunun orjininde ekspresse edilen kok hiicre markerlerinin karakterizasyonu

gerekmektedir (Burgos ve ark 2012).

Mezenkimal kok hiicreler (MSC), pluripotent hiicrelerdir ve ¢ok c¢esitli bag doku
hiicre tiplerine doniisiirler. Cok sayida kemik 1iligi kok hiicreleri tiimor bdlgelerine
toplanirlar ve ovaryum kanser hiicrelerinde invazyon, metestaz ve kemoterapi direncine
katilirlar. MKH’nin, yumurtalik kanseri gelisimine katkida bulunma ihtimali
bulunmaktadir. Bunu da Bone morfogenetik protein (BMP2) aracilig: ile saglamaktadir.
MKH in vivo ve in vitro yumurtalik kanser hiicrelerinde bir artisa neden olmaktadir.
Bircok caligma metastatik profil edinimi ile ilgili spesifik faktorler lizerine odaklanirken,
sadece birka¢ calisma mezenkimal kok hiicreler ve kanser hiicrelerinin etkilesimi

tizerinden olusan transkriptomik degisikliklere odaklanmistir ( Lis ve ark 2012).
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2.GEREC VE YONTEM

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Merkezi’nden elde edilen 21 adet disi sigan, her grupta 7 adet olmak {izere 3 gruba ayrildi.
1. Grupta 1 aylik disi si¢anlar, 2. Grupta 3,5 aylik disi sicanlar ve 3.Grupta ise, 8 aylik disi
siganlar kullanildi. Siganlar, Ksilazin/ Rompun anestezisi altinda sakrifiye edildi. Sag ve
sol ovaryumlar1 ¢ikarildi ve % 10’luk formaldehitte tespit edildi. 2 giinliik tespitten sonra
rutin histolojik takip yapildi ve elde edilen parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Bu parafin kesitlere CD90 (Bioss, bs-0778R), CD105 (Bioss, bs-0579R) ve
CD73 (Santa Cruz Biotechnology, sc-32299) immiinohistokimyasal boyamalar kullanildi.
Bu markerlerin ovaryumlardaki ekspresyonlari ve disi ratlarin yaglar1 arasindaki iliski
degerlendirildi. Tiim laboratuar calismalar1 N.E. Universitesi Meram Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji ABD’nda gergeklestirildi.
Immiinohistokimyasal Metod

Immunohistokimya icin CD73, CD90 ve CD105 primer antikoru 1/250 oraninda

antikor diluent ile sulandirilarak kullanildi.

1) Ovaryum kesitleri immunohistokimyasal boyama i¢in 16 saat 60 C°’lik etiivde

tutuldu.
2) 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gergeklestirildi.
3) Absolii, %96 ve %90’lik azalan dereceli alkol serilerinden gegirildi.

4) Endojen peroksidazi maskelemek icin kesitler karanlikta % 3’lik H,O,’de 5 dk
bekletildi. 3 defa PBS’den gegirildi.

5) Antijenin geri doniisiimiinii saglamak i¢in kesitler, iginde EDTA tamponu (pH=8)
olan saleye konarak mikrodalga firinda 5’er dakikalik periyotlarla 3 kere bekletildi.
Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika sogumaya birakildi.

6) Kesitlere 20 dakika Scy Tek marka ultra block uygulandi.

7) 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile bir saat inkiibe edildi.
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8-) 20 dakika Ultra Tek Anti-Polvalent Biotinylated sekonder antikoru uygulandi.

9) 20 dakika Ultra Tek Horseradish Peroxidase uygulandi.

10) 20 dakika kromojen (Scy Tek marka AEC Substrat System) dokulara uygulandi.
(20 ml AEC kromojen + 1 ml AEC substrat iyice karistirildi) Distile su ile ¢alkalandh.

11) 5 dakika Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildi. 3 dk c¢esme suyunda

yikandi.

12)DPX Mountant (Biostatin Ready Reagents) kapama maddesi ile kapatildi.

Immniinohistokimyasal Degerlendirme

Tiim gruplarda uygulanan CD73, CD90 ve CD105 boyamalarinin
degerlendirilmesinde kesit iizerinde bulunan ovaryum dokusundaki 0,05 mm? alan

icersinde (Saad ve ark 2004) tiim boya tutan ve tutmayan damarsal yapilar sayildi. Bu

sayilar daha sonra yiizde oranlarina ¢evrildi.
125 47 ise 100X47= 4700
100°de kag ? 4700+125=37,6 olarak hesaplandi.
Daha sonra bu yiizde degerleri lizerinden istatistiksel degerlendirmeler yapildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Yiizdeye donistiiriilen degerler arcsin transformasyonu yapilarak analiz edildi,

devaminda gruplar arasindaki farkliliga One-Way ANOVA (Tukey Testi) ile bakildi.
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3.BULGULAR

Tablo 3.1. A Grubuna ait ekspresyon degerleri, sag ve sol ovaryumlardaki toplam

damar sayisinin CD73, CD90, CD105’1 ekspresse eden damar sayilarina boliimii sonucu

elde edilen yiizde oranlar1

CD73 CD90 CD105
Al SAG 125/47=37,6 40/7=17,5 19/16=84,21
Al SOL 103/32= 31,06 89/15= 16,85 96/33=34,37
A2 SAG 97/38 =39,17 92/30=32,6 85/34=40
A2 SOL 120/27= 22,5 157/36=22,92 41/6=14,63
A3 SAG 105/36 =34,28 78/19=24,35 83/54=65,06
A3 SOL 92/23=25 87/18=20,68 69/22=31,88
A4 SAG 53/17=32,07 40/7=17,5 44/25=56,81
A4 SOL 106/23=21,9 69/33=47,82 67/24=35,82
A5 SAG 68/10= 14, 70 61/15=24,59 64/21=32,81
A5 SOL 113/27= 23, 89 107/28=26,16 101/32,9=32,57
A6 SAG 93/26=27,95 66/15=22,72 46/21=45,65
A6 SOL 136/35= 25, 73 86/10=11,62 108/30=27,77
A7 SAG 117/52,45=44,82 96/23=23,95 89/44=49,43
A7 SOL 94/34=36,17 75/15=20 91/34=37,36
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Tablo 3.2. B Grubuna ait ekspresyon degerleri, sag ve sol ovaryumlardaki toplam

damar sayisinin CD73, CD90, CD105’1 ekspresse eden damar sayilarina boliimii sonucu

elde edilen yiizde oranlar1

CD 73 CD90 CD105
B1 SAG 115/60=52,17 87/24=27,58 102/42=41,17
Bl SOL 127/48=37,79 83/35=42,16 64/16 = 25
B2 SAG 87/31=35,63 34/5=14,7 76/27=35,52
B2 SOL 94/44=46,80 103/27 =26, 21 58/17=29,31
B3 SAG 196/86=43,87 248/83=33,46 105/45=42,85
B3 SOL 81/31=38,27 129/63=48,83 155/55=35,48
B4 SAG 76/14=18,42 43/12=27,9 55/16=29,09
B4 SOL 65/18=27,69 117/36=30,76 34/12=35,29
B5 SAG 64/12=18,75 25/7=28 37/8=21,62
B5 SOL 83/20=24,09 109/40=36,69 94/45=47,87
B6 SAG 67/9=13,43 54/12=22,22 66/13=19,69
B6 SOL 72/17=23,61 77/18=23,37 47/17=36,17
B7 SAG 58/27=46,55 22/10=45,45 50/29=58
B7 SOL 147/21=14,28 94/42=44,68 68/31=45,58
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Tablo 3.3. C Grubuna ait ekspresyon degerleri, sag ve sol ovaryumlardaki toplam

damar sayisinin CD73, CD90, CD105’1 ekspresse eden damar sayilarina boliimii sonucu

elde edilen yiizde oranlar1

CD73 CD90 CD105

CISAG 99/69=69,69 47/38=80,85 59/39=78
C1SOL 145/128=88,2 83/59=71,08 105/76=72,38
C2SAG 87/64=73,56 71/46=64,78 58/38=65,51
C2S0L 61/40=65,57 58/37=63,79 49/34=69,38
C3SAG 73/55=75,34 96/60=62,5 44/26=59,09
C3SOL 50/39=78 41/24=58,53 80/57=71,25
C4SAG 96/61=63,54 71/44=71,97 25/12=48
C4SOL 110/50=45,45 83/27=32,53 96/43=44,79
C5SAG 56/41=73,21 62/42=67,74 48/21=43,75
C5S0L 59/42=71,18 31/18=58,06 35/20=57,14
C6SAG 92/59=64,13 64/47=73,45 68/49=72,05
C6SOL 82/60=73,17 69/46=66,66 71/52=73,23
C7SAG 84/63=75 78/48=61,53 73/29=39,72
C7SOL 75/51=68 66/31=46,96 85/43=50,58
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Tablo 3.4. Tim gruplarda CD73 ekspresyonu, 1 ve 2 numarali stitunlardaki farkli

harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir. p<0,001.

GRUP N Ortalama +£SE | P=0,000
1 2

ASAG 7 33,29+3,91 33,29°

ASOL 7 26,43+2,22 26,43°

BSAG 7 33,14+6,34 33,14°

BSOL 7 30,43+4,41 30,43°

CSAG 7 78,14+2,73 78,142
CSOL 7 78,71+6,99 78,71°
Toplam 42 46,69+3,96

,051 1,00

Tiim gruplarda CD73 (Tablo 3.4).ve CD90 (Tablo 3.5) ekspresyonu i¢in C grubu

sag ve sol ovaryumlarinda diger gruplarin sag ve sol ovaryumlarina gore istatistiksel olarak

anlamli fark ¢ikmistir

Tablo 3. 5.Ttiim gruplarda CD90 ekspresyonu, 1 ve 2 numarali siitunlardaki farkl

harfler istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gostermektedir. p<0,001.

GRUP N Ortalama +SE | P=0,000
1 2

ASAG 7 22,86+2,04 22,86°

ASOL 7 23,43+4,61 23,43°

BSAG 7 28,43+3,87 28,43°

BSOL 7 36,43+3,93 36,43°

CSAG 7 75,57+3,68 60,572
CSoL 7 60,57+5,87 75,572
Toplam 42 41,214£3,5
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Tablo 3.6. Tiim gruplarda CD105 ekspresyonu, 1, 2 ve 3 numaral: siitunlardaki
farkl harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi gostermektedir. p<<0,001.

GRUP N Ortalama +£SE | P=0,000

1 2 3
ASAG 7 57,43+8,47 57,43*" | 57,43%°
ASOL 7 30,71+3,08 30,71° 36,00°°
BSAG 7 36,00+5,61 36,00°¢ | 37,00°°
BSOL 7 37,00+3,28 37,00°¢
CSAG 7 62,43+7,04 62,432
CSOL 7 68,00+5,59 68,00°
Toplam 42 48,60+ 3,17

A grubu sag ovaryumunda CDI105 ekspresyonu, A grubu sol ovaryumundaki
CDI105 ekspresyonuna gore istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir. C grubu sag ve sol
ovaryumlarinda CD105 ekspresyonu A grubu sag ovaryum CD 105 ekspresyonu ile benzer
ama diger gruplarla karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik ¢ikmustir
(Tablo 3.6).

CD73, 90 ve 105 ekspresyonlar1 veniillerde endotel hiicrelerinin niikleuslarinin
bitiminden sitoplazmast boyunca gozlenmistir (Resim 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10,
3.11, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18). Arteriollerde ise hem endotel hiicrelerinin
niikleuslarinin bitiminden sitoplazmasi boyunca hem de tunika mediada da gdzlenmistir

(Resim 3.1, 3.2, 3.12).
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Resim 3.1. A grubu sag ovaryuma ait bir arteriyolde CD73 ekspresyonu kirmizi okla,
veniilde negatif ekspresyon ise siyah okla gosterilmistir.
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Resim 3.2. A grubu sag ovaryumda arteriollerde CD90 ekspresyonu oklarla gosterilmistir.
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§ ovaryumda CD105’in veniilde ekspresyonu kirmizi oklarla

Resim 3.3. A grubuna ait sa

gosterilmistir.
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Resim 3.4. A grubuna ait sol ovaryumda CD73’lin’in veniilde ekspresyonu oklarla

gosterilmistir.
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Resim 3. 5. A grubuna ait sol ovaryumda CD90’1n veniilde ekspresyonu oklarla

gosterilmistir.

Resim 3.6. A grubu sol ovaryumlarda CD105’in veniillerde ekspresyonu oklarla

gosterilmistir.
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Resim 3.8. B grubu sol ovaryumda CD90 ekspresyonu oklarla gosterilmistir.
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Resim 3.10. B grubu sag ovaryumda kirmizi oklarla CD73 ekspresyonu gosterilmektedir.

Siyah ok arteriolde negatif ekspresyonu gostermektedir. Siyah ok arteriolde negatif

ekspresyonu gostermektedir.

41



Resim 3.11. B grubu sag ovaryumda pozitif ekspresyon (kirmizi ok) gdsteren bir veniil ve

hemen yaninda negatif ekspresyon (Siyah ok) gosteren bir arteriol goriilmektedir.
Resim 3.12. B grubu sag ovaryumlarda 2 adet arteriyolde CD105 ekspresyonu

gozlenmektedir.
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Resim 3.13. C grubu sag ovaryumlarda veniillerde pozitif (siyah ok) ve negatif (kirmizi

0k) CD73 ekspresyonu gozlenmektedir.

Resim 3.14. C grubu sag ovaryumlarda veniilde pozitif CD90 ekspresyonu

gozlenmektedir. *:Primer oositi gostermektedir.
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Resim 3.15. C grubu sag ovaryumlarda kirmizi oklar veniil endotelinde pozitif CD105
ekspresyonunu, siyah oklar ise arteriyolde ise pozitif CD105 ekspresyonunu

gostermektedir.

Resim 3.16. C grubu sol ovaryumlarda CD73 ekspresyonu gosterilmistir. *:primer follikiil.
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Resim 3.18. C grubu sol ovaryumda CD105 ekspresyonu kirmizi oklarla gosterilmistir.
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4. TARTISMA

Kemik iligi ve yag doku mezenkimal kok hiicreler i¢in 2 uygun kaynak saglar.
Birgok c¢alisma yetigkin kok hiicre terapisinde kemik iligi kokenli kok hiicrelere
yonelmistir. Arastirmacilar yag dokunun stromal kompartmani iginde kok hiicre
populasyonu oldugu kabul edilen hiicre grubunu karakterize etmislerdir. Adipoz doku
kokenli kok hiicreler ( Adipose Derived Stem Cells-ADSCs) hastalardan kolayca, basit ve
minimal zarar veren bir metodla toplanabilmekte ve kolayca kiiltiire edilebilmektedir.
ADSC hizli bir sekilde tiretilebilmekte ve mezenkimal pluripotent 6zelligini pasajlardan
sonra koruyabilmektedir. Bone marrow derived stem cells (BM-MSC) ve ADSC’nin
karakterizasyonu hiicreye spesifik proteinlerin ve CD markerlerinin ekspresyonuna dayanir
(Taha ve ark 2010).

Bir hiicre grubunun MKH olarak kabul edilebilmesi i¢gin CD73, CD90 ve CD 105’1
ekspresse etmesi gerektigi belirtilmistir (Taha ve ark 2010, Carvalho ve ark 2009).

Adipoz dokuda daha once yapilan c¢alismada CD73, CD90 ve CDI105’in
immiinohistokimyasal olarak pozitif ekspresyonu gosterilmistir (Duman ve ark 2013).
MKH’lerinin belirlenmesinde ve ayriminda essiz ve tek bir marker bulunmamaktadir fakat
CD73, CD90 ve CD105’in bulundugu marker kombinasyonu daha inandirici sonuglar
ortaya koymaktadir (Akbulut ve ark 2012). Bu literatiir bilgi {izerinden yola ¢ikarak
yaptigimiz ¢aligmada, immiinohistokimyasal olarak ovaryum damarsal yapilarinda CD73,
CD90 ve CDI105’in ekspresyonu gosterildi ve bu ekspresyonlarla mezenkimal kok

hiicrelerin varliginin gostergesi oldugu diistiniilmiistiir.

Kanser hiicre populasyonlar1 biiyiime, canlilift devam ettirme, metastaz,
kemoterapi ve radyasyon terapisine karsi dayamikliliginda farkli kapasiteler
sergilemektedirler (Burgos-Ojeda ve ark 2012). Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinin tiimdr bolgelerine ¢ok sayida toplandigi, ovaryan kanser hiicre hatlarmin
kemoterapiye direncini, invazyonunu ve metastazini sagladigi belirtilmistir. MKH’nin
yumurtalik kanseri tiimor gelisimine katkida bulundugu ve MKH’nin bu olayi, BMP2
tiretimini degistirerek ovaryan kanser hiicrelerinin in vivo ve in vitro proliferasyonunu

arttirarak sagladigi ifade edilmektedir (Lis R ve ark 2012).

Over kanseri en dliimciil jinekolojik kanserdir ve 6zellikle yash kadinlarda goriiliir.

Yas ve yumurtalik kanseri arasindaki iliskiye katkida bulunan faktorler tam olarak
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bilinmemektedir (Eilati ve ark 2012). Bizim ¢alismamizda da yas ilerlemesiyle ratlarda
MKH markerlerinin ekspresyonu artmistir ve Lis ve ark’nin belirttigi gibi ovaryan kanser
hiicre hatlarin1 ~ destekleyebilecegi ve proliferasyonunu arttirabilecegi  seklinde

yorumlanabilir.

Baska bir ¢alismada da domuz kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre hatlarinin
in vitro pasajlarda malign transformasyona ugradigi belirtilmistir (Miura ve ark 2006).
Houghton JAV ve ark da yaptiklar1 ¢alismada epitelyal kanserlerin kemik iligi kokenli kok
hiicrelerden kok alabilecegini belirtmislerdir. Bu literatiir bilgi bize ¢alismamizda yas
ilerlemesi ile birlikte artan mezenkimal kok hiicre ekspresyonunun, yasla birlikte artan

ovaryum kanser riskiyle bir iligkisi olabilecegini diistindiirebilir.

Tiimoér dokusunun stromasinin olusumu, skar olusumu ve yara iyilesmesine
benzetilmektedir. Malign hiicreler bag dokusunun yeniden olusumunu saglayarak kanser
biiylimesini destekleyecek yeterli stromanin iiretilmesine sebep olurlar. Tiimorlerdeki bag
doku stromal hiicrelerin siklus ve proliferasyonunu saglayan sinyallerin, tiimdr dokusu
icine MKH’lerinin proliferasyonuna ve burada greft olusturmasina aracilik edebilecegi
belirtilmistir (Studeny ve ark 2004). Bu da MKH’lerin tiimor bolgesine gog¢ etme teorisi

olarak agiklanmustir.

Zhang ve ark ¢aligmalarinda insan plasentasindan flow sitometri yontemi ile CD29,
CD44, CD73, CD90, CD166 ve CD105’in pozitif ekpresyon gosterdigini ifade etmislerdir.
Insan plasentasindan bu hiicreleri izole etmisler ve insan rekombinant endostatin
(anjiyogenez inhibitdrii) genini kodlayan hp-MSC iiretmislerdir. Transdiiksiyon etkinligi
flow sitometri ve transgen aktivitesi ise Western blot ve Eliza ile 6l¢lilmiistiir. Endostatinin
bu hiicreler tarafindan iretildigini belirtmektedirler. MKH’yi tiimérii hedefleme
ozelliginden dolayi, yumurtalik kanser tedavisi i¢in gen dagitim araglari olarak
kullanmislardir. Endostatin genini ekspresse eden hp-MSC hiicrelerinin in vitro ve ayrica
farelere yapilan enjeksiyonla (in vivo) tiimor bolgesine gittigini, endostatin salgiladigini ve
sistemik toksik efektlerin goriilmeden tiimor ¢apini kiigiilttiigiinii belirtmislerdir(Zhang ve
ark 2012). Bu g¢alismada daha once anlattigimiz ¢aligmalara zit olarak mezenkimal kok

hiicrelerinin tiimori kiigiiltmek i¢in kullanildigini belirtmektedir.

Endoglin (CD105) timdr neoanjiyogenezinde rol alan bir marker ve TGF Beta
ailesine mensup bir reseptordiir. Endoteliyal markerler (CD31, CD34, FaktorS)

mikrodamar yogunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Endoteliyal markerler
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saglam dokularin endotellerinde de ekspresse olmaktadir.  Endoglin ise tiimor
anjiyogenezine katilan aktive olmus endotele Oncelikli olarak baglanmaktadir. Fakat
normal dokularin endotelinde ekspresyonu zayif veya negatiftir. Sonucta CD 105’in
oncelikli olarak neoanjiyogenezde ekspresse oldugu ileri siiriilmektedir. Calismalarinda
endoglinin kolorektal karsinomada tiimoér anjiyogenezi i¢in diger endoteliyal markerlere
gore daha spesifik ve duyarli bir marker oldugunu belirtmektedirler (Saad ve ark 2004).
Fakat yapilan caligmalarda, farkli anatomik bolgelerden elde edilen adipoz dokularda,
CD105 ekspresyonu saglam damarlarda da gosterilmistir (Duman ve ark 2013,Akbulut ve
ark 2012). Bizim g¢alismamizdaki CD105 ekspresyonu da, herhangi bir patoloji tasimayan
ratlarda gerceklestigi i¢in, saglam damarlarda ekspresse oldugunu ifade eden literatiir

bilgiyi desteklemektedir.

Gobek kordonundan elde edilen MKH’lerinde goriilen CD105 ekspresyonunun,
MKH’lerinin farklilagsmaya baglamasi ile azaldigi belirtilmistir. CD105 ekspresyonunun
MKH’lerinin farklilasmasi stireclerini izlemek i¢in anahtar bir marker olabilecegi
belirtilmistir. Gobek kordonundaki bu CD105 ekspresyonun, tiimor dokusu endotel
hiicrelerinde goriilen CD105 ekspresyonundan farkli olarak MKH’lerinin farklilagsmadan
onceki slirecine ait olabilecegi belirtilmistir (Akbulut ve ark 2012). Bizim ¢alismamizda da
1 aylik ratlarda ve 8 aylik ratlarda CD105 ekspresyonu artmistir. 1 aylik ratlarda CD105
ekspresyonunun artmasi belirttigimiz gibi buradaki mezenkimal kok hiicrelerin

farklilasmasindan 6nceki siirece ait olabilecegi diisiiniilebilir.

Memeli organ sistemlerinde mevcut yetiskin veya organ kok hiicrelerinin, bireyin
hayat1 boyunca organlarinin bakim ve onarimimni sagladigi, bu anahtar iglevin yerine
getirilebilmesi ve organ, doku ve hiicresel homestazin siirekliligi icin, yliksek derecede
diizenlenmis hassas molekiiler sinyal koordinasyonunun devaminin saglanmasi gerektigi
rapor edilmistir. Bu koordinasyon yasla bozulmakta ve dolayisiyla, yashh organizmada
yetiskin kok hiicrelerin, geng kok hiicrelerde oldugu gibi stres, yaralanma veya yipranmada
hasarl1 dokuyu canlandiramadig: belirtilmektedir. Yaslanma siirecinde; organlarda bulunan
kok hiicrelerde ve farklilasan nislerinde cesitli interaktif sinyalizasyon aglarmin degistigi
ancak ne kaslarda bulunan kok hiicre havuzunda (satellite hiicreler) ne de hematopoietik
kok hiicre havuzunda yasla birlikte azalma olmadigimi fakat fonksiyonel 6zelliklerinde
bozulma oldugunu ifade etmislerdir (Silva ve ark 2008). Bizim ¢alismamizda mezenkimal

kok hiicrelerin yasla birlikte ekspresyonu artmistir ve ovaryum kanser kok hiicre hatlarini

destekleyebilecegi diisiiniilebilir.
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Kondrositlerle yapilan bir in vitro ¢aligmada yasla birlikte mezenkimal progenitor
hiicrelerin sayisinin azaldigi belirtilmektedir. Kondrositlerin proliferasyonunun smirl
oldugu ¢iinkii, fakir bir kan dolagimi ve az sayida kok hiicre oldugu belirtilmektedir. Bu
yiizden eklem kikirdaginin yasla ilgili hastaliklarda biiyiik risk tasidigi ve yas ile alakali
mezenkimal kok hiicre farklilagsmasinin hala tartismali oldugu bildirilmektedir (Chang ve
ark 2011). Bizim ¢alismamizda, bizim sonuglarimizin farkli olmasinin sebepleri olarak
kullandigimiz ovaryum dokusunun kanlanma bakimindan zengin bir organ olmasi ve in

vivo ¢alisma teknigi kullanilmasi diisiintilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda 1 aylik, 3 aylik ve 8 aylik ratlarda, immiinohistokimyasal olarak
mezenkimal kok hiicre ekspresyonu degerlendirilmistir. 1 aylik ratlarin sag ovaryumundaki
CD105 ekspresyonu artisi, mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmadan 6nceki siirecine ait
olabilecegi seklinde yorumlanan literatiir bilgiyi, 8 aylik siganlarda artan mezenkimal kok
hiicre ekspresyonu ise, mezenkimal kok hiicrelerin ovaryum kanser kok hiicrelerine
dontisebilecegini veya bu kanser kok hiicrelerinin gelisimine destek verebilecegini igeren
literatiir bilgiyi destekler goziikmektedir. Fakat bu konudaki bilgiler hala tartismalidir ve
mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tipta kullanimi1 ve kanser olusumu ile arasinda kesin

bir ayrim yapilamamaktadir.
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7. EKLER

T.C
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
DENEYSEL TIP ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZi
DENEY HAYVANLARI ETIK KURUL KARARLARI

Karar Saywa: 2012092 l Karar Tarihi: 05122012

Necmettin Erbakan Universitesi Histolopi ve Embriyoksii A.B.D."den Prof. Dr Serpil Kalkan, Gikce
Gimyiiz ve Opr.Gor.Dr.Gokhan COCE 1arafindan sunulan “Yaglammaya bagh ovaryumlarda
mezenkimal ik hiicre ekspresyonu” baglikll Tez projesi 6 lyenin katilim ile degerlendinldi

Proje toplam 4 grupta; Grup 1, 2 ve 3 deki hayvanlann 201 1-134 karar sayih ve “Primordiyal folikitiden
antral folikiile ban sitokinlerin ekspresyonu ve degerlendinlmesi™ istmli proje temin edilecegi, Grup 4
i¢in sadece 8 ayhik 7 adet disi sigan kullamiaca@y; siquniann Anestezs altinda Servikal Dislokasyon ile
sakrifive edilocegi bildirifmigtir.

Projenin dency hayvanlanna iliskin ydalerinin Necmettin Erbakan Universitesi Dencysel Tip Amgtirma
ve Uygulama Merkezi Dency Hayvanlan Etik Kurul Yopergesinin 6ncs maddesinde belintilen ~Etik
Kurallara Uygunluk Esasi™ dikkate ehinorak hazirlands@: belirienmigtir.

Necmettin Erbakan Universitesi Deacysel Tip Aragtrma ve Uygulnma Merkezi Dency Hayvanian Etik
Kurul Yoaergesinde “Bagvuru Sshibinin Sorumluluklsn™ baghg: altinda yer alan kurallar ve madde 6'da
belirtilen “Hayvan Deneyleri ile Ngili Ek Ikeler™ sakly kalmak koyulu ile projenin hazrlanmasinda
“Erik Kurul Yonergesi [tkelerine Uyulduguna®, absmamn denevsel kismins yapacak galigmacinn
“Dency Hayvonlan Kulluum Sertifikasina™ sabip obdugu dikkate almarsk projenin hayvan kullanm
ctigi sqasindan *Uygun™ olduuna oybirlidi ile karar verilmigtir,
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