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Aru, B (2016). Effects of Testosterone Propionate on Bone Marrow Derived
Mesenchymal Stem Cells’ Proliferation and Viability. Yeditepe University,
Institute of Health Science, Department of Molecular Medicine, MSc thesis.
Istanbul

Mesenchymal stem cells can be found in various tissues such as adipose tissue, bone
marrow and umblical cord; they have CD73, CD90 and CD105 surface markers
whereas they are lack of hematopoietic markers; they are able to attach plastic surfaces;
they can differentiate and they have self renewal capacity. Nowadays, bone marrow
derived stem cells are being successfully used in clinical applications. Testosterone,
which is a steroid hormone, is responsible for maintaining male characteristic features,
for both genders it speeds up the metabolism and has effects on various tissues: it
increases muscle and bone mass whereas decreases fat mass. There are various studies,
indicating effects of testosterone on different cell types (both healthy and cancer cells).
But currently effects of testosterone on mesenchymal stem cells are unknown. In this
study, we aimed to show effects of testosterone on human bone marrow derived
mesenchymal stem cells after 24 hours of incubation. We expanded commercially
available MSCs in vitro and added testosterone propionate at specific concentrations.
We used Annexin V — Propidium lodide viability and apoptosis test for detecting
viability and CFSE staining for detecting proliferation. Measurements were performed
with flow cytometry. This study shows that testosterone promotes proliferation and over
a concentration, it is toxic for MSCs. Our study is the first, showing effects of
testosterone on MSCs' viability and proliferation, and also it may help the future studies
of diseases which are thought to be linked with mesenchymal stem cells.

Key words: Cell Culture, Testosterone, Mesenchymal Stem Cells
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Aru, B. (2016). Testosteron Propiyonatin Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok
Hiicrelerin Proliferasyon ve Canlih@ma Etkisi. Yeditepe Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dah, Yiiksek Lisans Tezi. istanbul

Mezenkimal kok hiicreler; adipoz doku, kemik iligi ve kordon kanmi gibi cesitli
dokularda bulunduklar1 bilinen; hematopoietik belirteclerden yoksunluklar1 ve CD73,
CD90 ve CD105 yiizey belirteglerine sahip olmalari, plastik yiizeylere tutunmalar1 ve
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma kapasitelerine sahip olmalar1 ile
karakterize olan; kendini yenileme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Giliniimiizde kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicreler ¢esitli  klinik uygulamalarda basariyla
kullanilmaktadir. Steroid yapili bir hormon olan testosteron, erkek bireylerde cinsel
karakteristik Ozelliklerin gelisimini saglamasinin yaninda hem erkeklerde hem de
kadimlarda baz1 dokularda etkilidir: kas kiitlesinin artis1 ve kemik dokusunun olusumunu
desteklerken metabolik hizin artisin1 saglar, yag kiitlesini azaltir. Gilinlimiizde
testosteronun farkli hiicre tipleri iizerindeki etkilerini gosteren cesitli caligmalar
bulunmaktadir. Bu caligmalar hem saglikli hem de bazi kanser hiicre hatlarmi
kapsamakla birlikte heniiz testosteronun insan mezenkimal kok hiicrelerine etkilerini
gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Biz bu ¢alismamizda; insan mezenkimal kok
hiicrelerinin 24 saat testosteron ile muameleleri sonucunda proliferasyon ve
canliliklarinda meydana gelen degisimleri tespit etmeyi hedefledik. Bu amagcla satin
aldigimiz insan mezenkimal kok hiicrelerini in vitro ortamda cogalttiktan sonra
iizerlerine belirli konsantrasyonlarda testosteron propiyonat ekledik. Calismamizda
canlilik analizi i¢in Annexin V-Propidyum Iyodit canlilik ve apoptoz testi, proliferasyon
oleiimii i¢in ise CFSE boyast kullanilmistir. Olgiimler akan hiicre 6lger ile
gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki in vitro ortamda testosteron
propiyonat, insan mezenkimal kok hiicrelerin boliinmesini artirirken belirli dozun daha
lizerinde hiicreler ic¢in toksiktir. Calismamiz, testosteronun insan mezenkimal kok
hiicrelerin canlilik ve proliferasyonlaria etkisinin tespit edilmesi agisindan bir ilk
ozelligi tasimakta, patogenezinde mezenkimal kok hiicrelerde meydana gelen
bozulmalarmm oldugu diisiinlilen hastaliklarin tedavilerine 1sik tutabilme 0Ozelligine
sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Kiultiirti, Testosteron, Mezenkimal Kok Hiicreler
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1.GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler, kendilerini yenileme ve farklilasma 6zelliklerine sahip hiicrelerdir.
Gelecekte pek ¢ok hastaligin tedavisinde kok hiicrelerden yararlanilacagina inanilmakla
birlikte, klinikte kullanimlarma ydnelik arastirmalar stirdiiriilmektedir. Embriyonik kok
hiicrelerin hem in vitro ortamda teratom olusturma egilimleri olmasi, hem de
kullanimlar1 6niinde etik engeller bulunmasi nedeni ile aragtirmalar, eriskin dokulardan
elde edilen kok hiicreler lizerinde yogunlagmaktadir.

Kolay elde edilmeleri ve in vitro ortamda c¢ogaltilabilmeleri sebebi ile
mezenkimal kok hiicreler arastirmalarda ve klinik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hiicrelerin sahip oldugu ozellikler, elde edildikleri dokulara gore
farkliliklar gostermektedir. Mezenkimal kok hiicreler ilk olarak kemik iliginde tespit
edilmis olsalar da, glinlimiizde yag doku da sik¢a kullanilan bir diger mezenkimal kok
hiicre kaynagidir, ancak bu iki doku haricinde farkli dokularda da mezenkimal kok
hiicrelerin olduklar1 bilinmektedir.

1.1. Tez Calismasinin Amaci

Calismada testosteronun kisa donem etkili, enjekte edilebilir yag bazli bir formu
olan testosteron propiyonatin, kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin
boliinmelerine ve canliliklarina etkisi arastirilmistir. Kemik iligi aspiratindan elde
edilerek yapilan hiicre kiiltiirlerinde, ancak {i¢iincii pasaj sonucunda saf mezenkimal
hiicreler (%90 MKH) elde edilebildigi gosterilmistir [1]. Her ne kadar diisiik glukozlu
besiyeri kullanilarak yapilan bir hiicre kiiltiirii caligmasinda diisiik glukozlu DMEM
besiyerinin mezenkimal kok hiicrelerdeki reseptor dokiilmesini (receptor shedding)
onuncu pasaja dek engelledigi tespit edilse de, mezenkimal kok hiicrelerde standart
kiiltir kosullarinda altinct1  pasajdan sonra reseptdor dokiilmesinin basladigi
belirtilmektedir [2-5]. Bu iki 6zellik sebebiyle mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirdeki
kullanim siireleri sinirhidir.  Hiicre kiiltiirii ortaminin standart bilesenlerine ek olarak,
bazi hormonlar hiicre kiiltiiriinde proliferasyonu desteklemek ve hiicre canliligini
artirmak amaci ile kullanilmaktadir [6-8]. Bizim ¢alismamizda, kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin (KI-MKH) kiiltiiriinde, testosteronun proliferasyon ve canli
hiicre yogunlugu tizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu sayede, kiiltiir
ortaminda daha fazla hiicrenin daha az pasajlama ile elde edilmesi miimkiin
olabilecektir.

Testosteronun hiicrelerin proliferatif ve canli hiicre yogunlugunu artiran
ozellikleri sebebiyle MKH kokenli oldugu diistiniillen, MKH fonksiyonlarinda
bozulmalarmn tespit edildigi Multipl Myeloma gibi hastaliklarda kullaniminin hiicrelerin
fonksiyonlar1 iizerinde olumlu etkiler yaratabilecegi diisliniilmektedir. Calismamizin
ikincil amaci ise, testosteronun kok hiicre kokenli olduguna inanilan hastaliklarda
kullanima uygunlugunun tespiti i¢in, farkli konsantrasyonda testosteronun boliinme ve
canlilik lizerine etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGI
2.1. Mezenkimal Kok Hiicre Kavraminin Ortaya Cikisi

Darwinist bir zooloji profesorii olan Ernst Haeckel (1834-1919), Natiirliche
Schopfungsgeschichte’de (1868) yayimlanmig derslerinde ¢ok hiicreli organizmalarin
filogenetik atalar1 olduklarina inandig1 tek hiicrelilerden ya da protozoalardan
‘Stammzell’ (stem cell) olarak bahsetmistir. Bu yeni terim, ‘Stammbaum 'un kalitimsal
ve evrimsel kdkeni ve biyolojik ‘Stamm’ (filum) kelimelerinden meydana gelmisti.
Haeckel’e gore bu kok hiicreler, onun ‘Moneren’ olarak adlandirdigi, kiigiik mukus ya
da protein kitleleri olan en primitif hayat formlarindan kéken almaktaydi. 1877 yilinda
kok hiicre konseptini, ‘Stamzelle’ ya da ‘Cytula’ haline getirerek bu isimleri, dollenmis
yumurta hiicresi seklinde kullandi. Bu tanimi “Ko&k hiicre adini kullanmak benim i¢in en
dogrusu, c¢ilinkii diger tiim hiicreler ondan koken aliyorlar ve edebi yonden °‘kok
ebeveynler’ sayisiz hiicre jenerasyonundan sonra ¢ok hiicreli organizmay1 olusturuyor*
seklinde aciklamisti. Haeckel i¢in déllenmis yumurta morfolojik, kimyasal ve fizyolojik
olarak orijinal yumurta hiicresinden ¢cok daha farkli oldugu i¢in yeni bir tanimlamaya
gereksinim vardi. 1879 yilinda 6grencisi Oscar Hertwig, deniz kestaneleri lizerinde
dollenmenin bir yumurta hiicresi ile bir spermatozoonun nukleusunun birlesmesi
oldugunu gostermistir. Kok hiicre i¢in Haeckel, “yar1 anne ve yar1 baba kokenli oldugu
icin, artik bu kok hiicreden gelisen ¢cocugun iki ebeveynin de bireysel Ozelliklerini
tasimasina sasirilmamasi gerektigini” vurgulamistir. Bu sebeple Haeckel i¢in kok hiicre,
gelecekteki bebek demekti.

Haeckel’in bu yeni terimi metamorfik dile yerlesti ve viicut ile hiicrelerden
bahsederken genel bir kullanim haline geldi. 1850’den beri viicut hiicrelerini bir eyaleti
olusturan yurttaslar (‘cell state’, ‘Zellenstaat’) ile kiyaslamis olan Rudolf Virchow’un
da kismen etkisi ile hiicrelerden bireyler gibi bahsetmek alisilmis bir hale geldi.
Virchow ile tip egitimi almis Haeckel de insan viicudunu hiicrelerin bir birlesimi olarak
tamimlamistir, ancak daha hiyerarsik ve merkezi bir yol izlemistir. Buradan da
anlasildig lizere bu tarz metaforlara bilimsel yazilarda da yer verilmektedir. Metaforlar
bilim insanlarinin iizerlerinde arastirma yapilacak yeni konuslarin olusturulmasma
yardime1 olurlar. Burada da, Haeckel tarafindan bahsi gecen bu “kok hiicreler”, kisa
zamanda diger zoolog ve anatomistlerin ¢aligmalarinda kendilerine yer bulmustur.

1890’larin  basinda ‘kck hiicre’ terimi, August Weismann’m embriyoloji
calismalarinda ‘germ plazma’nin devamliligi olarak yer bulmustur. Embriyonik
gelisimin en erken fazinda primordiyal germ hiicrelerinden ayrilan bu ‘germ plazma nin
(Keimplasm) yumurta ve spermden gelen kalitimsal 6zellikleri bir nesilden diger nesile
aktardig1 disliniilmiistiir. Valentin Haecker, 1892 yilinda krustase Cyclops’un
embriyonik gelisiminde tiim primordiyal germ hiicrelerinin ve tiim somatik hiicrelerin
‘kok hiicre’ kokenli oldugundan bahsetmistir. Ayni1 yilda bu terim, ascaris
megalocephala embriyosu ile ¢alisan Theodor Boveri tarafindan ‘gesitli primordiyal
somatik hiicrelerin kdken aldigi, primordiyal germ hiicresini olusturan dollenmis
yumurta’ olarak da kullanilmistir. Bagka bir sekilde; Boveri i¢in ilk nesildeki bir hiicre
ikiye boliindiigiinde bir tanesi ‘kdk hiicre’ 6zelligini korurken digeri somatik hiicrelerin



onciilii oluyordu. Bes boliinmeden sonra, embriyo 32 hiicre sathasindayken, kok hiicre
farklilagarak germ hiicrelerini meydana getiriyordu. Bovari’nin tanimi ve ufak
eklemelerle birlikte pek ¢ok ¢izimi ¢esitli yayinlarda ve erken embriyonik gelisimin
anlatildig1 kitaplarda yer ald1.

Kok hiicre konsepti zamanla embriyoloji ve sitoloji alanlarina, anlaminda
meydana gelen cesitli farkliliklar ile birlikte yerlesti. Boveri tarafindan yapilan kok
hiicre karakterizasyonuna gore bu hiicreler; 1. kendilerini yenileme 6zelligine sahip
olmalilard1 ve 2. belirli somatik ya da germ hiicrelerine farklilasabilmelilerdi [9].

Kok hiicreler, embriyolojiden farkli alanlarda ¢alisan arastirmacilarm da ilgisini
cekmistir. Ornegin Berlin’deki Virchow’s Pathological Institute’da eritrositlerin
olusumu {izerine amfibilerle caligmalar yapan Artur Pappenheim, eritrosit ve
16kositlerin onciillerini ‘kok hiicre” olarak adlandirmustir [10]. Pappenheim ‘kok hiicre’
ya da ‘ana hiicre ’lerin (Mutterzellen) bilincindeydi, ayrica onlarin yumurta ya da folikiil
hiicrelerine; spermatoblastlara ya da spermatogoniaya; sensor hiicrelere ya da duyu
organlarini destekleyici hiicrelere; ganglion hiicrelerine ya da ndrogliaya ve konnektif
dokunun ¢esitli hiicrelerine farklilastiklarini belirtmistir [9]. Pappenheim, daha sonralari
I6seminin farkli tiirleri ile yaptigi1 calismalarda myelositler ve lenfositlerin ayni
‘lenfomyeloblast multipotent kok hiicrelerden koken aldigint’ ifade etmistir. Moskova
Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji Enstitiisi'nde calismalarmi siirdiiren Wera
Dantschakoff; tavuk embriyosunda kan olusumunu incelemistir ve °‘lenfosit’lerin;
eritrositlerin ve graniillii l1okositlerin kék hiicreleri oldugunu ifade etmistir [11]. St.
Petersburg’lu histolog Alexander Maximow, 1909 yilinda Berlin Hematoloji
Dernegi’ndeki konusmasinda; memelilerde hem embriyonik gelisim hem de yetiskin
yasamlar1 siiresince tiim kan hiicrelerinin ‘genel kok hiicre’ olan ‘lenfosit’lerden koken
aldigindan bahsetmistir [12]. Bu {i¢ arastrmaci da kan hiicrelerinin tek bir
‘hematopoietik kok hiicre’den koken aldig1 konusunda fikir birligine varmistir. Bu
goriisiin bir destekgisi ise patoloji profesorii Ernst Neumann’di. Neumann, 1868 yilinda
insanlar ve diger memelilerde kemik iliginin, kan hiicrelerinin olusumunun gergeklestigi
bolge oldugunu gostermistir. Daha sonra kurbagalar iizerinde yaptigi caligmalarda
kemik iliginde bulunan lenfositlerin; eritrositlerin, graniilositlerin ve dolasimdaki
lenfositlerin onciilleri oldugunu iddia etmistir [9].

Bu bakis agisi, Paul Erlich’in dualist doktrini ile zit diismiistiir. Erlich’e gore
lenfositler ve graniilositler morfolojik olarak farkli Onciillerden farkli organlarda
meydana gelmektedir: lenfositler lenf nodlar1 ve dalakta; graniilositler kemik iliginde
gelismektedir [13].

1912 yilinda Neumann, ‘Bir giin Robert Koch 'un bakteriler ile yaptigi gibi kan
hiicrelerini kiiltiir ortaminda yetistirmek miimkiin olursa, bu iki farkli goriisiin
uzlagmaya varabilecegini’ ifade etmistir [14].



2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler: Tarihge

Kok hiicrelerin tarihi; 19. yiizyilda bazi hiicrelerin, diger hiicrelerin dnciilleri
olabilecegi diisiincesi ile baslamistir [15]. “Mezenkimal kok hiicre” kavrami ise,
heterotopik anatomik bolgelere yapilan kemik iligi transplantasyonunu takiben de novo
kemik ve ilik olusumunun gozlendigi klasik deneylere uzanmaktadir. Ancak bu
calismalarda tamamen kemikten arindirilmis kemik iligi kullanilmas1 sebebiyle hangi
hiicre tipinin farklilasmis kemik hiicrelerinin dnciilii oldugu tespit edilememistir. 1960
ve 1970lerde yapilan c¢alismalar, kemik iligi hiicrelerinin  heterotopik
transplantasyonlarmin gosterdigi osteojenik potansiyelin, kemik iliginde az miktarda
bulunan bir hiicre populasyonu ile iligkili oldugunu gostermistir [16]. 20. yiizyilda
yapilan bir ¢alisma ile ise kemik iliginin osteojenik potansiyeli agik¢a kanitlanmistir
[17].

Kemik iligindeki stromal fraksiyonda kok hiicrelerin varligi ve farelerde
transplantasyonu takiben kemik ve kemik iligi mikrogevresi olusturabildikleri ilk kez
Friedenstein tarafindan gosterilmistir. Hematopoietik kok hiicrelerin tanimlanmasindan
kisa siire sonra Friedenstein ve arkadaslari, farelerde heterotopik transplantasyonu takip
eden siire i¢inde kemik iligi stromasinin farkli dokulara ait hiicreleri meydana
getirdigini tespit etmislerdi. 1970 yilinda ise kemik iligi hiicrelerini %10 fetal kalf
serumu igeren besiyeri i¢inde plastik kiiltiir kaplarina biraktiktan sonra, kemik iliginin
plastige tutunma 6zelligine sahip olmayan hematopoietik hiicrelerle birlikte az miktarda
plastige tutunabilen hiicreler igerdigini gostermislerdi. Bu hiicreler hematopoietik
hiicrelerin genelinden, hiicre kiiltiir plaklarina hizlica tutunabilmeleri ve kiiltiirdeki
fibroblast benzeri goriintiileri ile ayrilmaktaydilar. Ayrica bu c¢alismalar, kemik iligi
stispansiyonlarmin kiiltiir plaklarma ekildiklerinde birka¢ giin i¢inde tek bir hiicreden
farkli koloniler meydana getirebildiklerini gostermistir [16]. Friedenstein ayn1 zamanda
bu kolonilerden bazilarinin kikirdak ya da kemik olusturabildigini tespit etmistir [18].
Daha sonrasinda yapilan ¢alismalarda bu onciillerin, plastik yiizeylere tutunabilmeleri
sayesinde secilip laboratuar kosullarinda ¢ogaltilabilen fibroblast benzeri hiicrelerin bir
alt sinifi oldugu gosterilerek “CFU-F” (Colony Forming Unit — fibroblast) olarak
isimlendirilmislerdir. 1980l yillarda CFU-F kokenli hiicrelerin osteoblastlara,
kondrositlere ve adipositlere farklilasabildikleri gosterilmistir. Caplan, kemik-kikirdak
doniisiimlerine mezenkimal stromal hiicrelerin aracilik ettigini ve cevresel kosullarin
MKH farklilagsmasinin indiiklenmesi agisindan kritik 6neme sahip oldugunu kanitlamist1
[19]. Laboratuvar sartlarindaki bu farklilasma ve proliferasyon kapasiteleri, kendisinden
farkli hiicreleri meydana getirebilme (multipotency) ve kendini yenileyebilme (self-
renewal) gibi “kok hiicre” kavraminin 6zelliklerini isaret etmekteydi. Orijinal
tanimlarina gore bu stromal hiicreler, canlilarin yetisgkin ve embriyonik dokularinin
adheran fraksiyonlarindan izole edilen, {i¢ farkli hiicre tipine farklilasabilen hiicreler
olarak kategorize edilmistir.
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Sekil 2.1: Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsmasi

2.3. MKH Kaynaklar

MKH’lerin kaynaklarindan biri, kemik iligidir. Ancak bu hiicreler kemik iligini
meydana getiren hiicrelerin ¢ok azimi olustururlar; yogunluk gradienti yOontemi
kullanilarak ayirilan mononiikleer hiicrelerin yalnmizca %0.01 - %0.001 kadar1 plastik
yizeylere tutunma Ozelligine sahip fibroblast benzeri kolonileri meydana
getirebilmektedir [20]. Ayn1 dondrden alinsa dahi MKH’lerin miktar1 ve verimlilikleri
degiskenlik gosterebilmektedir [21]. Kemik iligi haricinde MKH’lerin viicuttaki diger
dokularda da bulunduguna belirten arastirmalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir [22].
Kemik iligi, adipoz doku, sinoviyal doku, akciger dokusu, kordon kani ve periferik
kandan elde edilen MKH’lerin biiylime potansiyelleri ayn1 olmasa da hepsinin yiizey
belirtecleri ve mezodermal farklilasma potansiyelleri birbirlerine yakindir. 2013 yilinda
yapilan bir ¢calismada kemik iligi, adipoz doku ve deri kokenli MHK’lerin ayn1 yiizey
belirteglerine sahip olduklar1 (CD34 , CD45, CD14, CD31, HLA-DR, CD13",
CD29*, CD44", CD73", CD90",ve CD105+), ancak biliylime hizlarmin ve farklilagsma
yeteneklerinin degisiklik gdsterdigi tespit edilmistir. Arastirmada kemik iliginden elde
edilen MKH’ler (Ki-MKH), adipoz dokudan elde edilen MKH’ler (AD-MKH), eriskin
insan derisi kokenli stromal hiicreler (EID-SH) ve yenidogan deri stromal hiicreleri
(YD-DSH) kullanilmigtir. Sonug olarak biiyiime hizinin en yiiksek olan hiicrelerin YD-
DSH’ler, en yavas olan hiicrelerin ise EID-SH’ler oldugu; ayrica her hiicre tipinin farkli
adipojenik ve kondrojenik farklilasma kapasitelerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda hiicre tiplerinin molekiiler fenotiplerinde de farkliliklar goriilmektedir
[23]. Ayrica, yetiskin farelerde neredeyse tiim doku tiplerinden MKH’lerin izole



edilebilmis olmasi, insanlarda da tim postnatal organlarda bulunabilineceklerini
diisiindiirmektedir [24].

2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakteristik Ozellikleri

Giliniimiizde MKH’leri kesin olarak ayirt etmeye yonelik 6zgiil bir yiizey
belirteci bulunmamaktadir. The International Society for Cell Therapy tarafindan, bu
hiicrelerin tanimlanmalar1 i¢in {i¢ kriter belirlenmistir: 1.standart kiiltiir sartlarinda
plastik yiizeylere tutunabilmek 2.CD73, CD90 ve CD105 yiizey molekiillerine sahipken
CD34, CD45, HLA-DR, CDI14 ya da CDIllb, CD79a veya CDI19 yizey
molekiillerinden yoksun olmak 3.osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagsma
kapasitelerine sahip olmak. Bu kriterler insan MSC’lerinin standardizasyonu icin kabul
gormektedir [25]. Ancak izole edilen ve kiiltiirlenen hiicrelerde, hiicrelerin sahip oldugu
ylizey belirteglerinin bazilarmin eksplantasyon sonrasi kaybolabilecegi, buna karsilik
ekspansiyon siliresince yeni yiizey belirteclerinin kazanilabilecegi tespit edilmistir.
Ornegin izole edilmis bir MKH hiicre hattinda hiicrelerin farklilasma kapasitelerini
korumalarmma, plastik yiizeylere tutunabilmelerine ve CD90 ile CD105 ylizey
belirteclerine ek olarak, hiicrelerde normalde ekspresyonu izlenmeyen HLA-DR
ekspresyonu tespit edilmistir [26].

In vitro ortamda osteoblastlari, adipositleri ve kondrositleri meydana
getirebilmelerinin yani1 sira in vivo ortamda ektopik implantasyonu takiben MKH’lerin
kemik ve kikirdak olusturduklari, genetik kemik bozuklugu olusturulmus hayvan
modellerinde kemik rejenerasyonuna katkida bulunduklari belirlenmistir. Ek olarak,
yapilan g¢alismalar; MKH’lerin hem mezodem kdkenli, hem de mezoderm kdkenli
olmayan ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabildiklerini de gostermektedir. Ancak farklilasip
fonksiyonel agidan olgunlagsmis populasyonlarin izolasyonlari, c¢ogaltilmalar1 ve
tanimlanmalar1 i¢in genel olarak kabul gormiis metodlarin  bulunmayisi ile
tanimlanmalar1 i¢in uygulanan yontemlerin degiskenlik gostermeleri sebebiyle,
MKH’lerin sahip olduklari bu multipotensi diinya c¢apmnda kabul gérmemektedir.
Proliferatif kapasiteleri, farklilasma potansiyelleri ve yiizey belirtecleri, hiicrelerin
koken aldiklar1 dokulara gore farklilik gosterebilmektedir.

Kok hiicreler genel olarak kendilerini yenileyebilme ve multipotensi 6zellikleri
ile karakterize edilmektedirler. Bu durum, MKH’lerin ger¢cek kok hiicreler mi yoksa
onciil hiicreler mi olduklar1 sorusunu yaratmistir. Farkli dokulardan elde edilmis
MKH’lerin biyolojik olarak birbirlerine denk olmalari miimkiin olmayabilmekte; bu
hiicrelerin morfolojileri, farklilagma ve proliferasyon kapasiteleri, yiizey belirtecleri ve
gen ekspresyonlari birbirlerinden farkli olabilmektedir [27,28]. Ayrica MKH’lerin farkli
yiizey belirteclerine sahip olabilmeleri ve morfolojik agidan heterojen hiicre toplulugu
ozelligi gostermeleri de “kok hiicre” 6zelliklerinin sorgulanmasina sebep olmustur. Bu
sebeple farkli dokulardan elde edilmis MKH’lerin biyolojik farklarmin anlagiimasi;
dokuya 0Ozgili yenilenme ve multipotensi Ozelliklerinin tanimlanmalar1 i¢in yeni
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kendini yenileyebilme 6zelligi (self-renewal); hiicrenin farklilagmamis ‘kok’
halini korumasini saglayan biyolojik yolaklar ve mekanizmalar1 ifade etmektedir.



MKH’ler de dahil olmak iizere kdk hiicrelerin bu 6zelliklerini korumalarint saglayan
molekiiler yolaklar incelenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda Losemi inhibisyon
Faktorii (LIF), Fibroblast Biiyiime Faktorleri (FGFler), memeli Drosophila wingless
homologlar1 (Wntler) ve diger faktorler ile sitokinlerin; MKH’lerin ‘kdk hiicre’
ozelliklerinin korunmasinda fonksiyonel olduklar1 belirtilmistir [29-32].

Bu faktorlerin diger kok hiicre tiirlerinin de kendilerini yenilemelerini
sagladiklar1 bilinmektedir. Ayrica farklilasmamis embriyonik mezenkim dokusunun
korunumu ve farklilagmasi ile tiimor olusumunda da bu faktorler islevseldir [33]. Bir
pleiotropik sitokin olan LIF, MKH’lerin ve diger kok hiicrelerin ‘kék’ halini
korumalarma yardimei olur. Ayn1 zamanla LIF, osteoblastik ve osteoklastik aktiviteleri
engeller ya da uyarir. LIF’nin ¢ift potansiyeli ile hiicresel ¢evre ve hedef hiicrenin
gelisimsel basamagi; hiicrenin bu sitokine olan cevabimi belirlemesini saglar. LIF’nin
MKH yenilenmesine etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte komsu hiicreler ile
parakrin iletigimin saglanmasinda gorev aldigi diisiiniilmektedir [34]. Farkl tiirlerde,
bazi durumlarda otonom olarak, FGF2’nin MKH’lerin kiltiirdeki canlilik siirelerini
uzattigr ve kok hiicre 6zelliklerini korudugu bilinmektedir [27, 28]. Yapilan bir diger
calismaya gore Wnt’ler hematopoietik, noral, intestinal ve deri kok hiicrelerinde oldugu
gibi gibi MKH’lerin de korunumlarinda islevseldir [33]. Wnt3a uygulanmasi yetiskin
MKH proliferasyonunu artirirken osteojenik farklilagsmayi baskilar. Farkli memeli
tiirlerinden elde edilen MKH’lerin ayn1 zamanda embriyonik kok hiicre belirtegleri olan
oct-4, sox-2 ve rex-1 genlerini de eksprese ettigi bilinmektedir [35]. Sahip olduklar1 tiim
bu o6zellikler goz oniline alindiginda; insanlardan elde edilen, kendilerini yenileme ve
farklilasma kapasiteleri kanitlanmis olan kemik iligi kdkenli MKH’ler “kdk hiicre”
olarak kabul edilmektedir [19].

LIF EGF
HGF PDGF
FGF(2) wnt (3a)
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Sekil 2.2: MKH kendilerini yenileme ve farklilasmalarinda gorevli genler.
Kolf CM vd. Arthritis Res Ther. 2007 makalesinden modifiye edilerek alinmstir [33].
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Sekil 2.3: Mezenkimal kok hiicre kiiltiirii. Williams AR, Hare JM, Circ Res. 2011 makalesinden
modifiye edilerek ahmmstir [19].

Kemik iligi hiicreleri icinde MKH’leri elde etmek igin gerekli {i¢ temel asama
vardir: 1.gradiente bagl ayirma yontemi kullanilarak mononiiklear hiicrelerin nukleusa
sahip olmayan eritrositlerden ayrilmasi 2.MKH’lerin plastik yiizeye tutunmalar1 ve
3.monositlerin tripsinizasyon ile MKH’lerden ayrilmalar1 [19].

Bu yontemde; yogunluga bagli ayirma islemi ile elde edilen mononiiklear
hiicreler, %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin iceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) ile hazirlanan besiyeri ile siispanse edilerek flasklara
ekilir ve 37°C sicaklik ile %5 CO; sartlarin1 saglayan inkiibatorde 2-3 giin boyunca
kiiltiirlenir. Plastik yiizeye yapisma oOzelligine sahip olmayan hiicreler besiyeri
degistirilirken ortamdan uzaklastirilacaktir [36]. Hiicreler ekildikten sonra her 2-3
giinde bir besiyeri degistirilmelidir. Isik mikroskobu altinda yapilan incelemelerde
hiicreler flask ylizeyinin %80 ini kapladig1 zaman hiicreler tripsin ile yiizeyden kaldirilir
ve pasajlanirlar.
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2.5. MKH’lerin Immiinolojik Ozellikleri

Insan MKH’leri orta seviyede HLA MHC smif I molekiillerini eksprese ederler;
MHC smif II molekiilleri, kostimiilator molekiil B7 ailesi ve CD40 ligandina ise sahip
degildirler [37,38]. Antijen sunan hiicrelerin ylizeyinde bulunan ve B7-1 (CD80) ile B7-
2’yi (CD86) kapsayan B7 molekiil ailesi, antijene bagli immiin yanit gelisimi i¢in
gerekli sinyallerin olusturulmasinda rol oynamaktadir [39]. CD40, TNF-R ailesine ait
bir hiicre yiizey reseptoriidiir. ilk olarak B lenfositler iizerinde tanimlanmis ve
karakterize edilmistir. Ancak giiniimiizde CD40’m monositler, dendritik hiicreler,
endotelyal hiicreler ve epitel hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerinde yaygin olarak eksprese
edildigi bilinmektedir. CD40 ligand1 ise TNF ailesine ait bir hiicre yiizey molekiilii olup
aktif CD4" T lenfositler tarafindan eksprese edilmektedir [40]. CD40 ligandmin CD40
ile etkilesimi temel immiin diizenleyici fonksiyonlara aracilik etmektedir [41].
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Sekil 2.4: MKH’lerin immiin sistem hiicreleriyle etkilesimleri. Uccelli A vd. Nat Rev Immunol. 2008
makalesinden modifiye edilerek ahintilanmmstir [42].

Bir infeksiyona karsi olusturulan 6zgiil olmayan yanittan dogal bagisiklik
sistemi hiicreleri -notrofiller, dendritik hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler, eozinofiller,
mast hiicreleri, makrofajlar- sorumludur ve MKH’lerin bu inflamatuar hiicrelerin
cogunu baskiladig1 gosterilmistir.

2.5.1. inflamasyonun Erken Safhalarinda MKH’lerin Etkileri

MKH’lerin proinflamatuar aktiviteleri inflamasyonun erken sathalarinda
etkilidir ve immiin yamtm baslamasina yardimci olur. Inflamasyonun akut fazinda
notrofiller inflamasyon bdlgesine goc¢ ederek temel etkilerini fagositoz ile gosterirler
[43]. Farelerde, dokuda bulunan MKH’lerin IL-6, IL-8, graniilosit-makrofaj koloni
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stimiilan faktér (GM-CSF), ve makrofaj migrasyonunu inhibe edici faktor salarak
notrofilleri inflamasyon bdlgesine cektikleri ve proinflamatuar etkilerini arttirdiklar
gosterilmistir [44]. Ayrica insanlarda da in vitro ortamda TLR-3 ile aktive olan Ki-
MKH’lerin IL-6, IFN-Y ve GM-CSF etkisiyle nétrofillerin sagkalimini artirdiklari
gosterilmistir [45].

Notrofillere ek olarak MKH’ler de inflamasyon bdolgesine lenfositlerin
ulasmalarm saglayacak kemokinler iireterek immiin yanita katkida bulunabilirler. Insan
MKH’leri proinflamatuar sitokinler ile uyarilinca CXCL-9, CXCL-10, ve CXCL-11
kemokinlerini salarlar.

2.5.2. Dogal iImmiin Yamtin Diizenlenmesinde MKH’ler

Inflamasyon; infeksiyon, doku hasari, yaralanma gibi durumlar sonucu meydana
gelen ve patojenlerin etkisiz hale getirilmelerini hedefleyen bolgesel ya da sistemik bir
koruma yanitidir. Inflamatuar yanitin baslangicini takiben dogal bagisiklik sistemi
hiicreleri, patojenler tarafindan ya da doku hasarma iligkin tiretilen molekiilleri, TLR’ler
ile algilar. TLR baglanmasi, fagositozu ve cesitli inflamatuar aracilarin iiretimini
tetikler. Bu inflamatuar aracilar, 6zellikle makrofajlar ve notrofiller gibi fagositik
hiicreleri aktive ederek 6zgiil olmayan dogal bagisiklik yanit1 meydana getirirler [46].
Farkli TLR’ler farkli endojen ya da patojene iliskin molekiillerce aktive olur. Ornegin
gram-negatif bakterilerin iirettigi lipopolisakkarit (LPS) TLR-4’li aktive ederken bazi
virtislerin tagidigi ¢ift iplikli RNA (dsRNA) TLR-3’ii aktive eder. Waterman vd., TLR
aktivasyonuna goére MKH’lerin iki farkli sekilde polarize olarak farkli immiin
diizenleyici etkiler yarattigini ileri siirmiistiir. Buna gore TLR-4 ile baglatilan MKH
aktivasyonu proinflamatuar etki yaratirken TLR-3 ile bagslatilan MKH aktivasyonu anti-
inflamatuar etki ile sonuglanir [47]. Ancak giiniimiizde TLR baglanmasmin sebep

oldugu proinflamatuar ve antiinflamatuar etkilerin molekiiler ~mekanizmalar1
bilinmemektedir [48].

2.5.2.1. MKH’ler ve Makrofaj Polarizasyonu

Makrofajlarin dogal bagisiklik sisteminde inflamasyonu baslatan ve kontrol
altinda tutan hiicreler olduklar1 bilinmektedir ve MKH’ler makrofajlarin fonksiyonlarini
kontrol edebilirler. Inflamatuar bdlgeye ulasan monositler, mikrogevrenin etkisine gore
aktif M1 makrofajlara ya da aktif M2 makrofajlara doniigebilirler. M1 makrofajlar
proinflamatuar sitokinler iireterek bolgesel inflamasyonu tetiklerken M2 makrofajlar
antiinflamatuar etki yaratan bazi sitokinlerin kombinasyonunu (hem yiiksek seviyede
IL-10 ve TGF-B1, hem de diisiik seviyede IL-1, IL-6, TNF-o. ve IFN-y) salarken
inflamasyonu takiben doku yenilenmesini tetikler [49].

MKH’ler dogal bagisiklik sisteminin bilesenleri ile iliski kurarak immiin
diizenleyici ozelliklerini gosterirler. M1 makrofajlar ya da aktive T hiicrelerinin
irettikleri proinflamatuar sitokinler, MKH’leri aktive ederek monositlerin anti-
inflamatuar profil kazanmasini ve M2 makrofajlara doniisiimlerini saglayabilirler. MKH
polarizasyonuna ek olarak makrofaj polarizasyonu da proinflamatuar ve anti-
inflamatuar etkilerin dengesinde rol oynar. MKH’ler ile makrofajlar arasindaki bu
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dinamik etkilesim, mikrogevrede yogun bir hassasiyet yaratir. Her iki durumda da yanit
mekanizmalari, proinflamatuar sitokinlerce aktive edilen immiin baskilayici faktorler
indiiklenebilir NO sentaz (fareler i¢in iNOS) ve IDO (insanlar i¢in) solubl araci
molekiillere baghdir. Bu faktorlerin konsantrasyonlar1 hem M1 ve M2 makrofajlarin
arasindaki dengede, hem de proinflamatuar - anti-inflamatuar etkinin dengesinde 6nem
sahibidir [48].

1.5.2.2. MKH’ler ve Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal 6ldiirticii hiicreler tiimor ya da viriis ile enfekte hiicreler {izerinde sitolitik
aktivite gdsteren dogal bagisiklik sistemi hiicreleridir. Islevleri, sahip olduklar1 yiizey
reseptorlerinin baskilayic1 ve uyarici sinyalleri algilamalari ile diizenlenir.

Dogal oldiirticii hiicreler ille MKH’ler arasindaki hiicresel iliskiler hakkinda ¢ok
fazla bilgi bulunmamaktadir. Yapilan bir calismada MKH’lerin, aktive olmamis dogal
oldiirticii hiicrelerin IL-2 aracili proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir, ancak
prolifere olan dogal dldiiriicii hiicreler iizerinde ¢cok kisith inhibitor etki gosterebilirler.
Daha 6nemlisi, aktif dogal oldiiriicii hiicreler MKHleri etkili bir sekilde lize edebilirler
[50].

2.5.3. Adaptif immiin Yanitin Diizenlenmesinde MKH’ler

Adaptif immiin yamt CD4" yardimc1 T ve CD8" sitotoksik T lenfositlerden
Olusur ve antijene 0zgii olup immiinolojik hafizanin gelisimini saglar. Yardimci T
hiicreler i¢inde bir grup olan Treg’ler ise T hiicre aracili immiin yanitin baskilanmasinda
gorevlidir.

2.5.3.1. MKH’ler ve Effektor T Hiicreler

MKH’lerin in vitro ortamda, indiiklenmis T Ilenfosit proliferasyonunu
baskiladiklar1 bilinmektedir [51]. Bu baskilama MKH’ler tarafindan salinan TGF-p,
Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF), PGE2, IDO, NO, ve hemoksijenaz (HO) gibi solubl
faktorlerce gerceklesir [52]. Bu baskilayic1 faktorlerin salinimi, MKH’lerin TNF-a ve
IFN-vy ile uyarilmalar1 ile kuvvetlenir; ancak uyarilmamis MKH’lerin de bu aracilari
saldiklar1 bilinmektedir. Insan hiicrelerinde IDO, triptofanin degredasyonunu artirir. Bu
asamada meydana gelen katabolitlerin hem T hiicre proliferasyonunu baskiladigi, hem
de Treg farklilagsmasmi indiikledikleri bilinmektedir. MKH’ler T hiicre proliferasyonunu
baskilayan solubl faktorler salmalarinin yani swra in vitro ortamda MKH’lerin T
hiicreleri baskilamalarinin monositlere bagli oldugu da One siiriilmiigtiir; c¢iinki
monositlerin olmadig kiiltiir ortaminda MKH’lerin T hiicreler {izerindeki inhibitor
etkilerinde azalma izlenmistir [53, 54].

2.5.3.2. MKH’ler ve Diizenleyici T Hiicreler (Treg)

Treg’ler yardime1 T hiicrelerin bir alt grubudurlar. Gorevleri 6zellikle T hiicre
aracilt immiin yanitin baskilanmasi1 olup forkhead box P3 (FoxP3) ekspresyonu ile
karakterize edilirler. Treg’lerin iki ana alt tipi bulunmaktadir: konak antijenlerine 6zgii
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timus kokenli FoxP3" dogal hiicreler ve inflamatuar yanit1 takiben meydana gelen,
periferde bulunan olgun CD4'CD25 Foxp3 onciilleri kokenli indiiklenmis/adaptif
Treg’ler [55].

In vitro ortamda MKH’lerin periferik kanda bulunan mononiiklear hiicreler ile
inkiibasyonu, CD4" T hiicrelerin CD25FoxP3" regiilator T hiicrelere (indiiklenmis
Treglere) farklilasmasmi saglar. Bu siiregte MHK’lerin yardimct T hiicreler ile baglanti
kurmalarinda PGE2 ve TGF-f salimimi gorevlidir [56,57]. Treg olusumu monosit
bagimlidir. Monositlerin olmadigi ko-kiltiirlerde bu olusum gozlenmemektedir [58].

Mitojen ile uyarilan T hiicre kiiltiirine MKH’ler ile uyarilan Treg’lerin
eklenmesinin T hiicre proliferasyonunu uyardigi bilinmektedir [57]. Ayrica MKH’ler
araciligiyla HLA-G5 salimimmim da MKH’ler ile uyarilan Treg tiretimini artirdigi
bilinmektedir. HLA-G’nin bloklandig1 ¢aligmalar sonucu HLA-GS5’in dnce allojenik T
hiicre proliferasyonunu baskiladigi, daha sonra ise CD4"CD25'FoxP3" Treg hiicrelerin
ekspansiyonunu baskiladigi bildirilmistir [59].

Ozet olarak; yapilan calismalar gdstermektedir ki MKH’ler inflamatuar effektor
T hiicreler ile antiinflamatuar Treg’lerin arasindaki dengenin saglanmasinda gorev
almaktadirlar.

2.5.3.3. MKH’ler ve B Hiicreler

B hiicrelerin gelisimleri kemik iliginde meydana gelir. Ayni zamanda bu
hiicrelerin gelisimleri, B hiicre Onciillerinin sagkalimlar1 ve proliferasyonlarmni
destekleyen sitokinleri iireten stromal hiicreler ile olan iliskilerine dayanmaktadir.
Mezenkimal kok hiicreler, olgun B hiicrelerin proliferasyon, farklilasma ve kemotaktik
davranislar1 tizerinde belirgin derecede etkilidir.

Yapilan bir caligma gostermistir ki in vitro ortamda MKH’ler B hiicre
proliferasyonunu, antikor salan hiicrelere yanit olarak gerceklesen farklilasmayr ve
kemotaksisi baskilarlar. Bu iki hiicre tipinin ko-kiiltiirinde IgM, IgG, ve IgA iireten
hiicrelere cevap olarak meydana gelen B hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi belirgin
derecede sekteye ugramistir. MKH’lerin B hiicreler iizerindeki bu etkisi, kiiltiirdeki
hiicre oranlar1 ile de yakindan iligkilidir; MKH’lerin kiiltiirdeki oram1 azaldikca
baskilayici etkileri de azalmistir. B hiicreler ko-kiiltiirde prolifere olmamis ya da
apoptoza ugramamis, ancak hiicre dongiisiinde Go-G; fazlarinda kalmiglardir [60].

2.6. MKH’lerin Farkhlasmalarimin Diizenlenmesi

MKH’lerin osteoblastik, adipositik ve kondrositik dizileri olusturmasinda diziye
0zgli Runx2, PPARy ve SOX9 genlerinin aktivasyonlarinin etkili oldugu bilinmektedir.
Bu transkripsiyon faktdrlerinin ekspresyonlar1 ve aktiviteleri, hormonlar ve faktdrleri
kapsayan mikro-gevresel sartlar ile diizenlenmektedir.
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Sekil 2.5: In vitro ortamda MKH farkilasmasi. Nombela-Arrieta C vd.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2011 makalesinden modifiye edilerek alinmmstir
[27].

2.6.1. Osteojenik Farkhlasma

Kemik Morfojenik Protein ailesi (BMPler); o6zellikle BMP-2 VE BMP-6,
MKH’lerde osteojenezi uyarrr. BMP-2, Runx2 asetilasyonunu ve buna bagl
aktivasyonunu saglar. Bu asetilasyon, histon deasetilaz 4 ve 5’e 6zgii olup sonucunda
SMURF1, SMURF2 ve E3 ubikitin ligaz degredasyonu saglanir. inflamasyon aracili
kemik yikiminda islevsel olan sitokin TNF-a da SMURF1 ve SMURF2
degredasyonunu artirarak Runx2 protein seviyesini diistiriir [33].

Runt-related transcription factor-2 (Runx2 ya da diger adiyla Cbfal) osteojenezi
diizenleyen ana faktor olup ayn1 zamanda hipertrofik kikirdak olusumunda da onemli
bir role sahiptir [61]. Giiniimiizde Runx2’nin mezoderm kokenli hiicreleri osteojenik
dizi olusumuna yonlendirmede gerekli ve yeterli oldugu gosterilmistir [62].
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Sekil 2.6: MKH’lerin osteojenik ve kondrojenik farklhilasmasi. Franceschi RT vd. Ann N Y Acad
Sci. 2007 makalesinden modifiye edilerek alimmstir [63].

Runx2 iskelet olusumunun erken sathalarinda eksprese olmaya mezenkimal
yogunlagsmasmin oldugu bolgelerden baslar [63]. Runx2 ile birlikte pek ¢ok
transkripsiyon faktori, hiicrelerin kondrosit ya da osteosit dizilerine farklilasmalarini
kontrol eder. Osteoblastlar i¢in bu kontrol, osteokondroprogenitér hiicreleri osteoblast
dizisine yonlendiren Osterix (Osx) ile gergeklesir [64].

Transkripsiyonel diizenlemeye ek olarak Runx2’nin gérevi, post transkripsiyonel
modifikasyonlar (fosforilasyon ve asetilasyon) ile diger niiklear ko-aktivatér ve ko-
stimiilatorler kontroliindedir. Runx2 ekspresyonu B-katenin, msh homeobox ve distal-
less homeobox 5 gibi ¢esitli transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenir. Small
heterodimer partner-interacting leucine zipper protein (SMILE), kurdugu temas ile
Runx2 transkripsiyonunu baskilar. Runx2 ile glukokortikoid reseptoriiniin fiziksel
iliskisi, Runx2’nin islevinin baskilanmasi ile sonuc¢lanir. Bir histon metiltransferaz olan
ESET’in Runx2 ile iliskisi sonucunda Runx2’yi baskiladig1 gdsterilmistir. Bir histon
demetilaz olan Jmjd3’iin Runx2 ve osteojenezde temel isleve sahip bir diger
transkripsiyon faktorii olan Osx’in promotor aktiviteleri i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. PCAF ise direkt olarak Runx2’ye baglanip asetilasyonu saglayarak
Runx2’nin transkripsiyonel aktivitesini artirir [62].

Osx, ayni zamanda specificity protein 7 olarak da bilinmekte olup bir ¢inko
parmak osteoblast spesifik transkripsiyon faktoriidiir [64]. Cesitli osteoblast faklilasma
genlerinin promotor aktivitelerini indiikler. Runx2 ve Osx, BMP-2 yolagini baskilarlar.
Yapilan bir hayvan modeli ¢alismasma gore Osx-null farelerde Runx2 ekspresyonu
normalken Runx2-null farelerde Osx ekspresyonu gézlenmemistir [65].

Osx aktivitesi; fosforilasyon ve ubikitinleme gibi post translasyonel
modifikasyonlarla diizenlenir. Osx’in transkripsiyonal aktivitesini; p38 MAPK ile
fosforilasyonu ve Akt artirir. Glikojen sentez kinaz 3-o. ve kalmodulin-bagimli kinaz I1;
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Osx’in transkripsiyonel aktivitesini, protein seviyelerini ve protein stabilitesini artirir.
Ek olarak Osx ile bazi diger transkripsiyonel faktorlerin iliskileri Osx aktivitesinde artis
ile sonuglanir.

Ayrica, Osx promotor bolgesinde Osx baglanma bolgelerinin bulunmasi, Osx
ekspresyonunun temel kontrol mekanizmalarindan birinin oto-regiilasyon oldugunu
gostermektedir [66].

2.6.2. Adipojenik Farkhilagsma
Bir niiklear hormon reseptor transkripsiyonel faktér olan peroxisome

proliferator-activated receptor-y (PPARY), adipojenezin temel diizenleyicisidir.
MKH’lerin adipositlere farklilagmasinda PPARY gerekli ve yeterlidir [67].

osteoblast fizyolojik
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Sekil 2.7: MKH’lerin adipojenik farkhilagmalari. Nuttall ME vd. Calcif Tissue Int. 2014
makalesinden modifiye edilerek ahnmistir [67].

PPARY’ya bagl ko-represorleri uzaklastirip ko-aktivatorleri baglama 6zelligine
sahip lipin, PPARy aktivitesini diizenleyen ana faktorlerdendir. PPARy
diizenleyicilerinden birisi, PPARy mRNA ekspresyonunu inhibe eden Wnt-f-catenin
yolagidir. Wnt sinyali, histon metilasyonu yolu ile PPARYy transaktivasyonunu inhibe
eden metil transferaz ESET’i aktive eder [68]. TNF-a ya da TAK1/TAB1/NIK sinyal
kaskadi, PPARy aracili adipojenezi inhibe eder [69]. Nocturnin, PPARy’ya baglanarak
adipojenezi saglar [70]. Bir ¢inko parmak transkripsiyon faktorii olan SNAIL, promotor
bolgesine baglanarak PPARY transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder [71]. SREBP1,
adiposit farklilagsmasi ve kolesterol dengesini kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir.
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PPARYy promotoruna baglanan SREB1, PPARYy ekspresyonunu artirir [72]. PPARy’ya
bagli ko-represorleri uzaklastirp ko-aktivatorleri baglama 6zelligine sahip lipin, PPARy
aktivitesini diizenleyen ana faktorlerdendir. Hem GATA2 hem de GATAS3 direkt olarak
PPARy’ya baglanarak adipojenezi negatif yonde etkilerler. Bu negatif etki kismen
C/EBPa ya da B ile protein kompleksi olusturmalar1 sonucu meydana gelir [73,74].

In vitro ortamda PPARYy ligand antagonisti olan TZD uygulamasi, MKH’lerin
osteojenezini baskilarken adipojenezi artirmistir. Hayvanlarin gesitli tiyazolidindionlara
maruz birakildig1 bir calismada ise ¢ogu tiyazolidindionun hayvanlarda kemik iligi yag
miktarmi yiikseltirken kemik kiitlesinde azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir [62].

C/EBP, adipojenezin diizenlenmesinde anahtar role sahip bir bagka
transkripsiyon faktoriidiir. C/EBPa’nin yiiksek miktarda ekspresyonu fibroblastlarda
adipojenezi indiiklerken C/EBPa olmadan adipojenezin inhibe oldugu gosterilmistir
[75,76]. C/EBP ekspresyonu, PPARy ekspresyonunu da kapsayan bir pozitif feedback
dongiisii ile diizenlenir. PPARy promotorunda C/EBP baglanma bdlgeleri
bulunmaktadir [77]. C/EBP homolog proteinleri, C/EBP ile iliski kurarak adipojenezi
baskilarlar [78]. Ayrica post translasyonel modifikasyonlarin ve epigenetik
mekanizmalarin da C/EBPa ekspresyonunun ve fonksiyonunun diizenlenmesinde rolii
vardir.

2.6.3. Kondrojenik Farkhlasma

Kondrositler, osteoblastlar ile ayn1 mezenkimal progenitérlerden koken alirlar
[79]. Bu hiicreler osteokondroprogenitérler olarak adlandirilip hem Sox9 hem Runx2
hem de B-catenin eksprese etmeleri sebebi ile bipotent addedilirler [80].

Bir transkripsiyon faktorii olan Sox9, kondrojenezin temel diizenleyicisidir.
Sox9, Col2al ve AGCL1 gibi kondrosit-spesifik genlerinin ekspresyonunu aktive eder ve
S0x9 ile saglanan negatif ile pozitif transkripsiyonel kontrol, kondrositlerde faza 6zgii
gen ekspresyonu ile farklilasmayi saglar. Ayrica Sox5 ve Sox6 birlikte Sox9
foksiyonlarini artirirlar. Endokondral kemik ve kikirdak olusumu igin kondrojenezin,
kondrosit proliferasyonun ve mitotik olmayan hipertrofik duruma gegisin Sox9 ile
diizenlenmesi gereklidir. Sox9 geninde meydana gelen heterozigot mutasyonlar insanda,
endokondral kemiklerde hipoplazi ile karakterize edilen iskelet displazisi olan
kampomelik displazi sebebidir [61].

Sox9 geninin ekspresyonu ¢esitli transkripsiyonel ko-aktivatorler, histon
modifiye edici enzimler, genin transaktivasyon bolgesine baglanan transkripsiyonel
diizenleyiciler ile diizenlenir. Kondrojenezin temel transkripsiyonel faktorleri lizerine
calismalar 1980lerde baglamigtir. Bu arastirmalar ilk olarak transkripsiyonel diizenleyici
Col2al iizerinde yogunlasmustir, ¢linkii bu gen kondrositlere 6zgii olup Tip II kollajeni
kodlamaktadir [80].

Wnt sinyal yolagi kondrojenezi inhibe eder. [B-catenin, Wnt yolaginin
transkripsiyonel  indiikleyicisi olup  preosteoblastlarda  seviyesi ylikselirken
prekondrositlerde seviyesi azalir. Sox9; p-catenine baglanarak degredasyonunu
indiikler, bu da B-cateninin transkripsiyonel aktivitesinin engellenmesi ile sonuglanir
[81]. Sox9 ayrica B-catenini yok eden bir kompleksin alt birimleri olan glukojen sentez
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kinaz 3 ve p-transdiisin tekrar-iceren protein genine de baglanarak [-catenin
fosforilasyonunu saglar [82].

Wnt sinyal yolaginda, bir transkripsiyonel diizenleyici olan Twistl de
baskilayici olarak rol oynar. Yapilan bir aragtirmada kondrojenik hiicrelerde Wnt sinyal
yolagmmin  Twistl ekspresyonunu indiikledigi gozlenmistir. Ayrica kondrosit
onciillerinde Twistl’in ektopik ekspresyonunun baskilandigi, bunun da Col2al ve
AGC1 gibi kondrosit belirte¢ genlerinin ekspresyonlarini artirdigi gosterilmistir [83].
Notch sinyal yolagi da Sox9 transkripsiyonunu baskilayarak kondrojenezi inhibe eder
[84].

2.7. MKH’lerin Terapétik Etkileri ve Tedavilerde Kullanimi

Insanlarda cogu doku ve organ spontan olarak yenilenemez. Bu sebeple
giinimiizde hiicresel terapiler doku ve organ tamirinde kullanilmaktadwr. MKH’lerin
hasarli dokulara yerlesme 6zellikleri vardir. Hasarli dokuya yerlestikten sonra bolgedeki
inflamatuar sitokinler, TLR ligandlar1 ve hipoksi ile uyarilirlar ve sonug olarak doku
yenilenmesini saglayan ¢esitli faktorleri salarlar [85,86]. Ayrica MKH’ler inflamasyonu
ve apoptozu baskilayan, anjiyogenez ve doku yenilenmesini uyaran biiyiime faktorleri,
sitokinler ve kemokinler salarlar [87]. Kemik iligi kokenli hematopoietik kok hiicrelerin
terapotik kullanimlarinin basladigi 1960°lardan beri ¢ogalip farklilagarak c¢esitli dokular1
meydana getirebilen progenitor hiicreler ile yapilan ¢alismalar gittikce artmaktadir.
Kullanimlar i¢in etik engeller bulunmamalar1 sebebi ile kemik iligi, adipoz doku ya da
Wharton Jeli’nden elde edilen MKH’ler rejeneratif tip klinik uygulamalari igin
potansiyel  tasimaktadir. Ayrica bu hiicrelerin  allojenik  immiin  yanit1
engelleyebilecekleri ve immiin diizenleyici etkileri olabilecegi gosterilmistir. Tiim bu
Ozellikleri, rejeneratif tipta kullanilabilmeleri i¢in onlar1 ilgi ¢ekici adaylar haline
getirmektedir. Guinimiizde MKH’lerin farkli klinik uygulamalar1 iizerine ¢alismalar
devam etmektedir [15].

[k basarili kemik iligi transplant1 1950’lerin sonunda, graft-versus-host hastalig
gibi problemleri engellemek amaci ile biri losemi olan identik ikizler arasinda
gerceklestirilmistir [88]. 1968 yilinda ise donoriin, hastanin kardesi oldugu ilk basarili
allojenik nakil uygulanmistir [89]. Donér ve alicinin akrabaliginin bulunmadigi ilk
transplant ise 1973’te New York’ta gerceklestirilmistir. Bu durumda alici, genetik
immiin yetmezlik sahibi bir cocuk iken dondr, Danimarka’da kan bankasindan
bulunmustur. Bir l6semi hastasina yapilan ilk basarili nakil ise 1979 yilinda
gerceklesmis olup o glinden bu zamana kadar kemik iligi nakli gittikce daha sik
uygulanan bir prosediir halini almistir [90].

Tip disiplinlerinin ¢ogunlugunun Oniimiizdeki on yil icinde rejeneratif tipta
gerceklesen gelismelerden yararlanacaklar1 ongoriilmektedir. MKH uygulamalarinin
cogu, tek istisnast kemik iligi transplantasyonu olmak iizere, heniiz deney
asamalarindadir. Giliniimiizde ii¢ binden fazla klinik denemesi yapilan hiicresel terapi;
kanser tedavisi ve rejeneratif tip i¢in potansiyel vaadetmektedir.

Ancak, kok hiicre terapi uygulamalarmin klinikte kullanilmaya baslanmasmdan
once; hem transplantasyon sonrasi davranislarinin, hem de hasarli mikro ¢evre ile olan
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iligkilerinin daha 1iyi anlasilmasi gereklidir. Giliniimiizde kok hiicrelerin etki
mekanizmalar1 hala arastirilmaktadir.

Yaslanmanm, MKH’lerin fonksiyonel 0Ozelliklerindeki azalma ile birlikte
organlarin tamir kapasitelerindeki diisiisle baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
sebeple MKH tabanli terapilerin basari oranlarinin dondriin yasi ile yakindan iliskili
olabilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Bunu destekleyen ¢ok sayida caligma
bulunmaktadir. Yaslanmakta olan farelerden elde edilen Ki-MKH’lerde sayica
azalmaya ek olarak proliferasyon, farklilagsma, anjiyogenik oOzelliklerde artmaya ek
olarak apoptotoz ve yaslilikla iliskili 6zellikler gbzlenmistir.

2.7.1. Graft Versus Host Disease (GVHD)

GVHD; allojenik kok hiicre nakli sonrasi goriilebilen, Oliimle sonuglanma
potansiyeli olan bir hastaliktir. Steroide diren¢li GVDH i¢in uygulanan tedaviye verilen
yanit zayif olmakla birlikte hastaligin genel olarak kabul goéren bir tedavisi
bulunmamaktadir [91]. MKH’lerin klinikte en yaygin calisildig1 alan allojenik nakil
sonras1 meydana gelen GvHD nin tedavisidir. Immiin-diizenleyici 6zellikleri sebebiyle
KI-MKH ve AD-MKH’ler bu hastaligin tedavisinde basarryla kullanilmislardir. Yapilan
bir ¢alismada 19 kronik GvHD hastasna MKH verilmis, sonu¢ olarak bu hastalarin
14tinde kismen ya da tamamen iyilesme goriilitken 5 hasta kullandiklari
immiinsupresif ajanlar1 birakmislardir. Bu ¢aligmada 2 yillik sagkalim orant %77,7
olarak belirtilmistir. Higbir hasta MKH terapisine bagli yan etki bildirmemistir [92].
MKH’lerin olumlu etkileri, agir ve steroidlere direncli GvHD goriilen 55 c¢ocuk ile
yetiskini kapsayan bir faz II ¢alismasinda da bildirilmistir. Intravendz otolog MKH
infiizyonu uygulamasi sonrasinda, tedaviye cevap veren hastalarda daha yiiksek hayatta
kalim orami ve transplantasyona bagli 6liimlerde belirgin derecede azalma izlenmistir.
Yapilan bir baska c¢alismada, 8’i steroide direngli akut GvHD ve 1’i kronik GvHD
hastas1 olan toplam 9 katilimciya sistematik olarak MKH enjeksiyonu uygulanmis ve 8
hastanin 6’sinda iyilesme izlenmistir. Hastalardan ikisi herhangi bir sebep olmaksizin
tedaviye cevap vermeden kisa siire sonra Olmistir [93]. Steroide direngli GVHD
goriilen 58 yetiskin hastaya MKH uygulandig1 bir calismada 5 hastada tam iyilesme
goriilmiis, 5 hastada olumlu sonuglar alinmis, 17 hasta tedaviye kismen cevap vermis,
31 hasta ise tedaviye cevap vermemistir [91]. Steroide direngli GvHD hastasi 37
cocukla yapilan bir diger faz II calismasinda hastalarin %59’unda tam iyilesme
goriilmiistiir. Bu hastalarda transplanta bagli 6liim oras1 %14 iken diger hastalarda bu
oran %60°’tir. 2,3 yillik takip siiresi sonucunda sagkalim oran1 %62 olarak belirlenmistir
[94].

MKH tedavisinin etkinliginin belirlenmesinde kullanilabilecek biyobelirteglerin
tespiti icin, MKH terapisi gdrmiis bir hasta grubunda akut GVHD gelisimi ile iligkili iki
faktoriin serum seviyeleri terapi dncesinde ve sonrasinda dl¢lilmiistiir. Tedaviye cevap
veren hastalarda bu iki faktoriin plazma seviyelerinde azalma tespit edilmistir [95]. Bu
sonu¢, MKH’lerin terapdtik etki gdsterebilmeleri i¢cin inflamatuar ¢evre kosullar1 ile
uyarilmalar1 gerektigini gosteren bulgular ile ortiismektedir [96].
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MKH’ler aynit zamanda allojenik hematopoietik kdk hiicre naklini takip eden
diger komplikasyonlarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bir raporda, nakilden sonra
cesitli komplikasyonlar goriilen 15 hastaya MKH tedavisi uygulanmistir. 12 hastaya
agir hemorajik sistit i¢in intravenéz MKH inflizyonu verilmistir ve sonucunda 8 hastada
1-14 giinler arasmmda hematiiri belirtileri kaybolmustur. 2 hastada goriilen
pnomomediastinum, MKH tedavisi sonrasinda iyilesmistir. Agir gastrointestinal GvHD
goriilen ileri yasta bir kadin hastada kolon perforasyonu ve peritonit iyilesmistir [97].
Bir faz | ¢alismasinda, pnoémodinastinum/pnomotoraks goriilen iki transplant hastasina
haftalik olarak sabit dozda (2 x 106/kg) KI-MKH ii¢ hafta boyunca intravendz yoldan
verilmis ve komplikasyonlarda iyilesme goriilmiistiir. MKH infiizyonuna hizli cevap
verilmesi, inflamatuar sitokinlerdeki azalma ile ilgilidir [98]. Bu ¢alismalardan
hareketle, MKH’lerin sahip olduklar1 immiin-diizenleyici ve anti-inflamatuar etkileri ile
akut doku toksisitesi tedavisinde yeni bir tedavi yontemi olabilecekleri soylenebilir.

Tim bu bilgiler birlikte degerlendirildiklerinde intravendz MKH inflizyonu
GvHD tedavisi igin giivenilir ve Onemli bir terapi olarak goriilmektedir. Terapide,
cocuklarda ve tedavinin erken evrelerde uygulanmaya basladigi hastalarda daha olumlu
sonuglar elde edilebilmektedir [99].

2.7.2. Miyokard Enfarktiisii

Gilintimiizde kalp hastaliklarmin tedavisi i¢in uygulanan kirktan fazla kok hiicre
terapisi; agirlikli olarak kemik iligi, Wharton jeli ve adipoz doku kok hiicreleri ile
yapilmustir [100,101]. Fakli cinsiyetler arasinda kardiyak asilama yapilmis bireylerden
otopside aliman orneklerin histolojik incelemelerinde alicilarda, miyokardiyal dokuda
donor genotipine sahip kardiyomiyositlere rastlanmistir [102]. Doku tamirini saglayan
molekiiler sinyaller tam olarak bilinemekle birlikte, iskemi siiresince salinan bazi
sitokinlerin etkili olabilecegi diistiniilmektedir [15].

Domuz, koyun ve kdpek modelleri ile yapilan ¢esitli hayvan calismalar ile
kronik ve akut miyokardiyal enfarktiis sonrasi ventrikiiler fonksiyon bozuklugunda
MKH terapisinin etkinligi incelenmistir. Arastirmalarda; verilen hiicrelerin ¢ogunun,
uygulanan metottan bagimsiz olarak akciger ve dalakta toplandigi goriilmiistiir. Ancak
calismalar, MKH’lerin kalbe yerlesip ¢ogalabilecegi kanitlanmistir [19]. 2001 yilinda
yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir ki, B-galaktozidaz reporter geni ile transfekte insan
MKH’lerinin immiin yetmezlik gosteren farelerin kalplerine enjekte edildigi zaman
enjeksiyondan 4 giin sonra yalnizca %0,44’{inlin miyokarda yerlesmektedir ve zaman
icinde hayvanda bulunan kardiyomiyositlerden ayirt edilemeyecek bir morfoloji
almaktadirlar [103]. Enjeksiyondan 14 giin sonra anti-B-galaktozidaz ile yapilan
immunfloresans ¢alismasi ile miyokardiyuma yerlestirilen MKH’ler tanimlanmistir.
Yapilan bir diger caliymada ise arastirmacilar miyokard enfarktiisii modeli olusturulan
domuzlarda direkt miyokardiuma Di-I ile isaretli otolog MKH enjekte etmistir. Basarili
enjeksiyon isaretli hiicrelerin takibi ile gdsterilmis, ayrica enjeksiyondan 2 hafta sonra
eksprese edilen kardiyomiyosit belirtecleri ile de kanitlanmistir [104]. Bir baska domuz
kronik iskemik kardiyomiyopati modelinde erkek domuzlardan alinan KI-MKH’ler disi
domuzlara nakledilmis ve Y kromozomu takip edilerek enjekte edilen MKH’lerin
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yaklasik %14’linlin kardiyomiyositleri olugturdugu, ayni zamanda yapisal kardiyak
proteinlerin ve transkripsiyonel faktorlerin isaretlenmesi ile gosterilmistir. MKH’lerin
koroner anjiyogenezde rol aldigi da gosterilmistir [105]. Statin ile kombine
intramiyokardiyal KI-MKH uygulanan bir domuz akut miyokardiyal enfarktiis
modelinde statinin kardiyomiyosit farkilasmasini dort kat artirdigi kanitlanmistir [106].
Kronik iskemik kardiyomiyopati modeli olusturulan kopeklerde, verilen MKH’lerin
vaskiiler fenotipte hiicrelere farklilastigi gosterilse de kardiyomiyositlere farklilagsma
gosterilememistir [107]. Sadece koyunlar ile yapilan bir g¢alismada MKH’lerin
kardiyomiyositlere doniisimii  gosterilememistir [108]. Miyokardiyal enfarktiis
tedavisinde hiicrelerin acil elde edilmeleri gerekliligi, terapinin kisitlayici yanidir.
Kemik iliginden alinan hiicrelerin intrakoroner enjeksiyonu sonucu hiicrelerin en fazla
%3’linlin sol ventrikiile yerlestigi gosterilmistir. Kalp yetmezligi durumunda hiicre
terapisi etkisiz kalacaktir. Giiniimiizde miyokardiyal enfarktiis i¢in onaylanmis hiicresel
bir terapi bulunmamaktadir [15].

2.7.3. Osteoartrit

Dejeneratif eklem hastaliklar1 i¢inde osteoartrit en sik rastlanilan hastalik olup
herhangi bir sinoviyal eklemi etkileyebilir [109]. Hastaligin prevalans: yas ile birlikte
artis gostermektedir ve ilerleyen yillarda hastalik ile ilgili masraflarin sosyoekonomik
bir yiik olusturacagi tahmin edilmektedir. Heniiz hi¢bir tedavi yontemi, bu hastaligin
ilerleyisini engellemekte tam etkinlik gdsterememistir. Giiniimiizde kullanilan tedavi
yontemleri; aktivite modifikasyonu, konservatif agr1 tedavisi, kilo kaybi, ve gerekli
goriildiigii takdirde cerrahi miidahaledir [110]. ilk segenek olarak eklem iizerindeki
stresi azaltma yontemleri sonugsuz kaldig1 zaman bir diger segenek olan kortikosteroid
kullanimlar1 diisiiniilebilir. Giiniimiizde bir sene i¢inde bir ekleme en fazla dort igne
yapilmasi Onerilmektedir [111]. Bu tedavinin etkinligi hastaya gore degismekte olup
yapilan kortikosteroid enjeksiyonlar1 arttik¢a ilaglarin etkinlikleri azalmaktadir [112].
Ayrica kortikosteroid enjeksiyonlarinin kondrositler ve MKH’ler iizerinde toksik etki
gosterdigi  bilinmektedir, ancak bu toksisitenin derecesi kullanilan ilacin
formiilasyonuna baghdir [113]. Eger kortikosteroid tedavisi basarisiz olursa hyaliironik
asit enjeksiyonlar1 uygulanabilmekle birlikte yapilan ¢aligmalara gdére bu tedavinin
sonuclar1 degiskenlik gostermektedir [114]. Osteoartrit icin en basarili tedavi, eklemin
yapay bir protez ile degistirilmesidir. Modern tiptaki en basarili prosediirlerden birisi
total eklem degisimi olmakla birlikte baz1 komplikasyonlar goriilmektedir; prostetik
eklemler tam fonksiyona sahip degillerdir [115]. Eger kortikosteroid tedavisi uygulanan
bir prostetik ekleme enjeksiyon yapilacak ise en az 8-12 hafta enjeksiyon igin
beklenmelidir [111].

Osteoartrit  patofizyolojisinde = MKH’lerde  azalmanin  etkili  oldugu
diistiniilmektedir. Hastalarin MKH’lerinin proliferasyon ve farklilasma kapasitelerinde
azalma goriilmekle beraber sayica da azalma izlenmektedir. Bu hastalarda, ozellikle
kondrojenez ve adipojenezde azalma goriiliirken, oSteojenez artmaktadir [116].
Osteoporoz ve osteonekrozda da MKH fonksiyonlarinda degisimler tespit edilmistir
[110].
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Pek ¢ok arastrmaci tarafindan MKH’ler, 6zellikle osteoartrit gibi dejeneratif
patoloji goriilen hastaliklarda, kas-iskelet sisteminin rejenerasyonu i¢in ideal bir
hiicresel terapi araci olarak goriilmektedir. Osteoartrit gibi dejeneratif hastaliklarda
kondrosit kullanimina gére MKH’lerin bazi avantajlar1 vardir: kiiltiire edilmeleri daha
kolaydir, kondrositler 6zellesmis hiicrelerken MKH’ler eklemi olusturan tiim dokulara
farklilagma kapasitesine sahiplerdir, proliferasyonlari daha hizhidir ve bu siirecte
fenotiplerini daha iyi korurlar.

MKH’ler her ne kadar eklem yiizeylerinin tamiri i¢in ideal bir kaynak olarak
goriilseler de temel faydalari sagladiklar1 parakrin etkiyle goriilmektedir [117].
Enjeksiyon sonrasinda eklem dokularinda rejenerasyon tespit edilmis de olsa yapilan
calismalar, bu onarmmin agirlikli olarak dokunun kendi hiicreleri tarafindan
gerceklestirildigini gostermektedir [118]. MKH enjeksiyonunu takiben hastada Tip Il
kollajen iiretiminin arttigmi ve hiicre sinyallerinde degisimler oldugunu gosteren
calismalar da bulunmaktadir [119]. MKH’lerin anti-inflamatuar ve immiinmodiilator
etkileri de bu bulgular1 desteklemektedir [120].

Post-tramvatik osteoartrit modelinin uygulandigr bir hayvan c¢alismasinda,
kecilere otolog MKH nakli yapilmis ve kontrol grubuna goére enjeksiyon yapilan
hayvanlarda iyilesme tespit edilmistir. Nakledilen MKH’ler ilk olarak sinoviyal ve
meniskal ylizeylere yerleserek diizenleyici etki yaratmiglardir. Cesitli hayvan modelleri
iizerinde yapilan ¢aligmalardan da bu bulgular1 destekler sonuglar elde edilmistir.

Pre-klinik c¢aligmalardan elde edilen sonuglar1 1s13inda klinik ¢alismalar
baslamistir. Cogu baslangic asamasinda da olsa 2015 itibari ile Birlesik Devletler’de
MKH’ler ile osteoartrit tedavisine yonelik devam eden 15 klinik calisma devam
etmektedir. Bu ¢alismalarin cogunda KI-MKH’ler ya da AD-MKH’ler kullanilmaktadir.
Otolog nakil uygulanan calismalarda umblikal kordon kani ya da Ki-MKH’lerden
yararlanilmaktadir.

Bu yapilan ¢alismalar arasinda, bir dozda verilen hiicre miktar1 degiskenlik
gostermektedir. Calismalarin gogunda MKH’ler direkt olarak enjekte ediliyor olsa da
baz1 arastirmacilar hyaluronik asit gibi destekleyici maddeler kullanmaktadir.

Her ne kadar MKH’ler hasarli eklemin tamirinde bolgede yeni bir doku
olusturmaya elverisli 6zelliklere sahip olsalar da elde edilen sonuglar bu hiicrelerin
etkilerini daha cok parakrin etkileri ile gosterdiklerini isaret etmektedir. Osteoartrit
kullaniminda MKH’lerin kullaniminin = standardizasyonu i¢in hiicrelerin 1ideal
kaynaklarinin, enjeksiyon Oncesi izlenen basamaklarin ve hasarli bdlgeye nasil
ulastirilacaklarinin  belirlenmeleri gerekmektedir. Her ne kadar giincel calismalar
agirhikli olarak yalnizca hiicrelerin enjekte edildigi sekilde devam etse de yardimci
olarak biyomatriks kullanimmin terapinin etkinligini arttirabilecegi diisiiniilmektedir
[110].

2.7.4. Karaciger Fibrozu

Hepatit, alkol ya da ilag¢ kullanimi, metabolik hastaliklar, otoimmiin hastaliklar
ve konjenital anomaliler sonucu meydana gelebilen karaciger fibrozu hepatik siroz ve
karaciger yetmezligine sebep olabilir. Giiniimiizde, son evredeki karaciger fibrozunun
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tedavisinde tek etkili tedavi yontemi karaciger naklidir [121]. Son evredeki karaciger
hastaliklar1 ve akut karaciger yetmezligi i¢in karaciger nakli uygulanmaktadir; ancak
nakil, organ donorleri ile sinirlidir. Ayrica bazi hastalar i¢in organ nakli gibi agir bir
prosediiriin uygulanmasi zorlayici olabilmektedir. Son zamanlarda hepatik hastaliklarda
kok hiicre nakli, etkili bir alternatif tedavi yontemi olarak goriilmektedir [122].
Karaciger bozukluklarinda hiicresel terapi uygulanabilecegi yoniindeki kanitlar giin
gectikce artmaktadir.

EKH’lerin, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (iPSC), hematopoietik kok
hiicrelerin ve MKH’lerin hem in vivo hem de in vitro ortamda hepatosit benzeri
hiicrelere doniisebildigi bilinmektedir. Bu hiicre tipleri arasindan MKH’lerin kolay
ulagilabilir olmalari, yiiksek proliferatif kapasiteleri ve ex vivo ekspansiyon gibi
avantajlar1 vardir. Ayrica bu hiicreler hasarli dokulara go¢ edebilir, saldiklar1 ¢esitli
tropik faktoriiler ile hasarli dokunun onarimint hizlandirabilirler [123].

Yapilan iki ¢alismada erkek dondrlerden alman KI-MKH’lerin nakledildigi
kadinlarda, uygulanan otopsi sonucu Y kromozomuna sahip hepatositlerin bulundugu
gosterilmistir [124,125]. Siroz tedavisinde MKH’lerin etkinliginin belirlenmesi {izerine
yapilan klinik arastirmalarda dort dekompanse siroz hastasina periferal damar yolu ile
KI-MKH verilmistir. Uygulamadan sonra takip siiresince hi¢bir yan etki gdzlenmemis,
takip siiresi sonunda hastalarin yasam kalitesinin arttig1 belirtilmistir [126]. Bir faz 1-2
calismasinda, periferal ya da portal damar yoluyla 30-50 milyon hiicre verilen siroz
hastalarinda karaciger fonksiyonlarmnda diizelme tespit edilmistir [127]. Otolog KIi-
MKH’lerinin alkolik siroz tedavisine etkisinin arastirildigi bir faz 2 ¢alismasinda
hastalara hepatik arterden 4. ve 8. haftalarda 5 x 107 hiicre verilmistir. Sonug olarak
Laennec Fibrosis Skoru’na gore 11 hastanin 6’sinda histolojik iyilesme izlenmis
(%54,5), Child-Pugh skoru 10 hastada iyilesmistir (%90,9). MKH terapisinden sonra
TGF-B1, Tip I kollajen ve a-SMA’da belirgin diisiis tespit edilmistir [128]. Bu
calismalardan elde edilen sonuglarla bagka ¢alismalarin sonuglar1 o6rtiismektedir. Otolog
kemik iligi kokenli hepatosit benzeri hiicrelerin intrasplenik ve intrahepatik yolla 20 son
seviye Karaciger yetmezligi hastasina nakledilmesi sonucu hastalarm Kkaraciger
fonksiyonlarinda gelisme izlenmistir [129]. Hepatit B ile iliskili karaciger yetmezligi
hastalarinda, otolog MKH enjeksiyonu uygulanan grup ile kontrol grubunun 192
haftalik kontrol siireci sonundaki karsilastirmalarinda, karaciger fonksiyonlarinda
diizelmeye ek olarak hepatoselliiler karsinoma ya da 6liim oranlar1 arasinda belirgin bir
farklilik tespit edilmemistir [130].

Karacigerde ii¢c farkli hiicre tipi bulundugu icin biiylime ve rejenerasyon
stiregleri oldukca karmasiktir. Bu yiizden bu {i¢ hiicre tipine de farklilasabilen bir kok
hiicre tipi kullanimi uygun gériinmektedir. Giiniimiizde, ¢ogu siroz lizerine olmak iizere
yapilmig 32 klinik denemede MKH’lerin in vitro ortamda farklilagarak hepatosit benzeri
bir fenotip gosterdikleri kanitlanmigtir [129].

MKH’ler karaciger fibrozunun pre-klinik ve klinik ¢aligmalarida yaygin olarak
kullaniliyor olsalar da fibrojenik potansiyelleri ve tiimor gelisimi ile onkojeniteyi artirict
etkileri goz Oniinde bulundurulmalidir. Hiicrelerin enjeksiyon yolu ve karaciger
bozuklugunun durumuna gére MKH’ler hepatositler yerine miyofibroblastlara
doniisebilirler. Kronik hasarli karacigere gore akut hasarli akcigerde hiicrelerin tutunma
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oranlar1 daha diisliktlir. Ayrica insanlarda akut karaciger hasarinda belirgin miktarda
MKH miyofibroblast benzeri bir morfoloji gdstermeye meyillidir. Ek olarak klinik
denemelerde MKH’lerin malignant doniisiimii  bildirilmemis olsa da ex-vivo
ekspansiyon siliresince meydana gelebilecek genetik mutasyonlar g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

Karaciger fibrozu tedavisinde kok hiicre terapilerinin kullanilabilmesi i¢in ¢esitli
diizenlemelerin yapilmas1 gereklidir. Bunlarin ilki, MKH’lerin viicuda verilme yolunun
standardize edilmesidir. Ikincisi, terapétik etkinin artirilmasi icin enjeksiyon sayisi ve
enjekte edilen hiicre miktar1 optimize edilmelidir. Sonuncu olarak asilanan MKH’lerin
hayatta kalma siiresinin takip edilmesi, etkinligin artirilmasi i¢in onemlidir. Pek cok
pre-klinik hayvan calismasinda immiinohistokimyasal analizlerle takip edilmis olmasina
ragmen klinik uygulamalarda enjekte edilen hiicrelerin takibi ve tanimlanmasi i¢in
yontemler gelistirilmelidir [131].

2.7.5. Diyabet

Diyabet tedavileri diyet, insiilin kullanimi, oral yolla alinan hipoglisemik ajan
kullannm1 ya da pankreas veya adacik hiicreleri naklidir. Plazma glukoz seviyesinin
kontrol altinda tutulmas: i¢in ekzojen insiilin tedavisi kullanilan en yaygin tekniktir.
Ancak organ dondrlerinin sayisinin azhigi, calismalarin kok hiicreler ile tedaviye
yonlenmesine sebep olmustur.

Tip I diyabet, pankreatik adaciklarin lenfositik infiltrasyona ugradigir T hiicre
aracili bir otoimmiin hastaliktir. Otoreaktif T hiicreleri timosit negatif seleksiyonundan
kagip yeterli periferik diizenlenmenin olmadigi durumlarda otoimmiiniteye sebep
olurlar. Tip I diyabet tedavisinde standart tedavi insiilin enjeksiyonudur. Ancak kan
glukoz seviyesi siirekli degiskenlik gosterdigi icin ekzojen insiilin enjeksiyonlari normal
B hiicrelerinin insiilin {iretimi yerine gecememektedir. Bu sebeple tedavide yeni [
hiicrelerinin olusumlarinin saglanmasi amaglanmaktadir. Kemik iligi, karaciger,
pankreas kok hiicreleri, iPS hiicreler ve embriyonik kok hiicrelerin B hiicrelerine
farklilastiklar1 bilinmektedir. Gelisim siiresince hem karaciger hem de pankreas
endodermden koken aldiklar1 i¢in hepatik kok hiicreler, B hiicrelerini olusturmak igin
mitkemmel adaylardir [132].

Yakmn zamanda yapilan calismalarda, hayvan diyabet modellerinde insan Ki-
MKH’lerin diyabeti iyilestirdigi ve kan glukoz seviyesinin kontroliinii sagladigi
gosterilmistir. Bir baska calismaya gore insiiline bagimli diyabette Ki-MKH’ler, B
hiicrelerinin iyilesmelerini saglamaktadir. Ayni1 zamanda MKH’lerin pankreasta 3
hiicrelere 6zgii T hiicre proliferasyonunu baskiladiklar1 da gosterilmistir [133]. Tip |
diyabet tedavisinde KI-MKH’ler giiniimiizde faz I, II ve III klinik c¢alismalarda
kullanilmaktadir.

Tip II diyabetin temel sebebi P hiicrelerinin yeterli miktarda insiilin
tiretememesidir. Hastalik gelisiminde genetik ve ¢evresel faktorler etkilidir. Adipositler
de TNFa ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin salinimi ile insiilin direncini artirabilir ya
da azaltabilirler [134]. Sicanlarda otolog Ki-MKH naklinin adacik hiicrelerinin PDX-1
ve insiilin ekspresyonlarini artirdigi, T hiicre sitokinlerini diizenledigi bilinmektedir
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[135]. indiiklenmis Hem Oksijenaz-1 (HO-1) ile konjuge Ki-MKH’lerin kemik igine
enjekte edildigi bir ¢aligmada Tip II diyabeti tedavi edebilecegi gostermistir. HO-1’in
etkisi; endotelyal progenitor hiicrelerdeki anomalinin meydana gelmesinde, oksidatif
stresin artip adiponektin seviyesinin diismesine bagli bir MKH stromasi bozulmasma
isaret etmektedir [136]. Ayrica Tip II diyabet tedavisinde intrapankreatip otolog kok
hiicre infiizyonu ve hiperbarik oksijen tedavisinin hastalarda metabolik kontrolii artirip
insiilin ihtiyacini azalttig1 gorilmiistiir [137].

EKH’lerin elde edilmeleri ve kullanilmalari i¢in etik problemler mevcuttur. iPS
hiicreler ise tiim insan hiicrelerine doniisebilme kapasitelerine sahip olmalarina ragmen
heniiz klinik denemelerle bu hiicrelerin kullanimlarinin giivenilirligi kanitlanmamastir.
KI-MKH’ler yetiskin kok hiicreler agisindan zengin olmakla birlikte giiniimiizde Tip I
ve II diyabet tedavisinde kullanimlarinin klinik faz I — IV denemeleri devam etmektedir
[132].

2.7.6. Merkezi Sinir Sistemi Hastaliklar

Merkezi sinir sisteminin rejenerasyonunun kisitlt olmasi, fonksiyonel tamirini
saglayacak terapotik stratejiler gelistirilmesinin Oniindeki en biiylik engeldir. MKHler
yliksek proliferasyon kapasiteleri ve farkli hiicre dizilerine doniisebilmeleri ile
dejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanima uygun adaylardir. MKH’ler ndron-
benzeri hiicrelere doniisiip hasarli dokularn plastisitesini diizenleyebilirler. Pek ¢ok
calisma Ki-MKH’lerin hem in vivo hem de in vitro ortamda noronal, hatta dopaminerjik
ozellikler gosteren hiicrelere farklilasabildiklerini isaret etmektedir [138-140]. MKH’ler
bu parakrin etkilerini; apoptozu inhibe edip norojenezi, anjiyogenezi, ndronal ve glial
hiicre sagkalimini artrrarak; fonksiyonel afferent ve efferent baglantilar1 yeniden
kurarak ve sinaptik transmitter salinimlarin1 diizenleyerek gosterirler. MKH’lerin doku
hasarmin oksidatif strese ve stresle indiiklenen telomer kisalmasina bagli oldugu
durumlarda kullanimlarinin miimkiin olabilecekleri tespit edilmistir, MKH’lerin
oksidatif strese somatik hiicrelere oranla daha dayanikli olmasi, bu hiicreleri yasa bagh
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanima uygun kilmaktadir.

Beyne yerlestirildikten sonra MKH’lerin noron biiyiimesini destekledigi,
apoptozu azalttigi, serbest radikal seviyelerini diislirdiigli, aksonal biiyiimeyi
destekleyerek yeni sinaptik aglarin olusumunu uyardigi, noroinflamatuar aktiviteleri
diizenledigi ve ubikitinlenmis proteinlerin proteozomal degradasyonunu sagladiklari
gosterilmistir. Parakrin mekanizmalar sayesinde MKH’ler; g¢evredeki hasarli konak
hiicreler ile etkilesip protein, RNA ve hatta mitokondri aktariminda bulunarak mikro
cevreleri lizerinde etkili olabilirler.

Giliniimiizde Alzheimer, Parkinson, ALS, Huntington gibi tedavi edilemeyen
kronik ve progresif norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde MKH terapisi kullanimi
diisiiniilmektedir. Alzheimer fare modeli ile yapilan bir ¢aliymada Ki-MKH’lerin
parakrin etkileri, hiicrelerin hastalik tedavisindeki potansiyel roliinii isaret etmektedir.
Yakin zamanda yapilan bir calismaya gore fare KI-MKH’lerinin saldig1 bir faktor olan
prosaposin, olgun noronlar1 apoptotik Oliimden korumaktadir. Ayrica Huntington
modeli olusturulmus bir rodent modelinde, baz1 davranigsal bozukluklarin tedavisinde
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zenolog MKH naklinin iyilesmeye katki saglamasi; Huntington kaynakl
norodejenerasyon tedavisinde MKH naklinin uygun bir tedavi yaklasimi olma
potansiyelini gostermektedir [141].

2.7.7. Kok Hiicrelerden Elde Edilen Bir flac: Prochymal

Prochymal (Remestemcel-L), Osiris Therapeutics tarafindan gelistirilen, 18-30
yas aras1 dondrlerden toplanan Ki-MKH’lerden olusan, kullanilana dek dondurulmus
olarak saklanan gercek bir kemik iligi Uriiniidiir. Kemik iliginden elde edilen MKH’ler
kiiltiirde cogaltilarak tek bir dondrden 10.000 dozluk Prochymal elde edilmektedir. ilag
hastaya herhangi bir immiin baskilayici uygulanmaksizin intravenéz yoldan
verilebilmektedir. Prochymal; 2009 yilinda ii¢ klinik denemede basarisiz olmus olsa da
2010 yilinda Osiris, 59 tedaviye direngli GVHD goriilen ¢ocuk ile FDA gozetimi altinda
yaptig1 calismanin sonuglarmi agiklamistir. Acgiklanan sonuglara gore Prochymal,
hastalarin  %63’linde 1iyilesme saglamistir. 2012 yilinda akut GvHD tedavisinde
Prochymal kullanimi Kanada tarafindan onaylanmistir ve genisletilmis erigim
kapsaminda Birlesik Devletler’de ilaca erisim saglanabilmistir. Prochymal, diinyada
kabul goren ilk kok hiicre ilacidir. GvHD hastalarina ek olarak akut miyokard
enfarktiisii, kronik obstriiktif akciger hastaligi, Crohn hastaligi izlenen hastalarla yapilan
caligmalar da mevcuttur [142-144].

Kok hiicrelerin  klinikte uygulanmalarindan o6nce acgikliga kavusturulmasi
gereken bazi sorular vardir:

e Kok hiicreler istenilen hiicre fenotipine nasil doniistiiriiliir? Hiicrenin farklilagsma
asamasinda hangi biyolojik ve ¢evresel parametreler 6nemlidir? Mikrogevrenin rolii
nedir?

e Hangi hastaligin tedavisinde hangi kaynaktan secilen hiicreler kullanilmalidir?

e Hiicre kiiltiirii siiresince genetik 6zelliklerde degisim goriilme ihtimali var midir?

e Allojenik hiicrelerin kullanilmas1 durumunda olasi immiinolojik bariyerler nelerdir?

e Istenilen dokunun olusumunu destekleyecek molekiiller nelerdir?

e Hiicrelerin klinik etkinlikleri hangi yontemlerle takip edilmelidir?
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2.8. Testosteron

Testosteron androjenik bir steroid olup erkeklerde testislerdeki Leydig hiicreleri
tarafindan, kadinlarda ise overler ve adrenal bez tarafindan tretilir. Testosteron iiretimi,
hipotalamustan salinan Gonadotropin Saliverici Hormon (GnRH) ile uyarilr.
Hipofizden salman LH ve FSH ile iretimi kontrol edilir. Dokulara gore testosteron,
dihidrotestosteron ya da estradiole ¢evrilebilir.

Testosteron ya da dihidrotestosteron ligand-adrojen reseptér kompleksi bir
transkripsiyon faktor kompleksi olarak etkisini gostererek ¢esitli  genlerin
ekspresyonlarint uyarir. Dihidrotestosteronun androjen reseptoriine affinitesi daha
yiiksektir, gen ekspresyonunu daha etkin bir sekilde aktive eder. Ayrica testosteron
kismen karaciger ve adipoz dokuda aromataz enzim kompleksi tarafindan geri
doniisiimsiiz olarak estradiole gevrilir. Testosteron ve dihidrotestosteron erkek cinsiyet
ozelliklerinin, iskelet kas1 ve sa¢ folikiillerinin gelisimi ve korunumunda; estradiol ise
epifizyal olgunlagma ve kemik mineralizasyonunda islevseldir [145].

Sekil 2.8: Testosteronun molekiil yapis1 [145].

2.8.1. Testosteron Sentezi ve Etkileri

Fenotipik erkek o6zellikleri; etkilerini cinsiyet farklilasmasi, gelisimi ve ikincil
erkek karakteristiklerinin olusumunda gosteren androjenler tarafindan kazanilirlar. Ayni
zamanda androjenler spermatogenezin baslamasinda ve devamliliginda islevseldir.
Androjen biyosentezinde defekt olan bireyler ile yapilan ¢aligmalar, iki androjenin net
olarak tanimlanmasmna olanak saglamistir: testosteron ve dihidrotestosteron.
Testosteron, testislerde 17BHSD Tip 3 enzimi tarafindan 4-androstenediondan elde
edilir.  Dihidrotestosteron iiretimi i¢in ise So-rediiktaz enzimine gereksinim
duyulmaktadir [146].
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DHEA

1 3B-HSD
4-Androstenedion
l 17B-HSD
Testosteron
aromataz /k. Sa- rediiktaz
Ostradiol Dihidrotestosteron

Sekil 2.9: Cinsiyet steroidleri biyosentezi. Luu-The V vd., Best Pract
Res Clin Endocrinol Metab. makalesinden modifiye edilerek alimmstir
[146].

Toplamda testosteron biyosentezinde goérevli dort enzim vardir: 1. kolesterolden
pregnanolon elde edilmesini saglayan mitokondriyal enzim Cholesterol side chain
cleavage enzyme CYP11Al, 2. pregnanolonun progesterona doniistimiinii saglayan 3/-
hydroxysteroid dehydrogenase HSD3B, 3. progesteronun androstenediona doniisiimiinii
saglayan [ 7a-hydroxylase/17,20-lyase (CYP17Al), ve 4. androstenediondan testosteron
eldesini saglayan /74-hydroxysteroid dehydrogenase (HSD17B3). Testosteron periferal
dokularda ve Leydig hiicrelerinde ise iki izoformu olan Sa-rediiktaz 1 ve 5a-rediiktaz 2
tarafindan dihidrotestosterona dondistiiriiliir [147].

Testosteronun periferal etkilerine Androjen Reseptorii (AR) aracilik yapmaktadir.
AR’nin temel etki mekanizmasi direkt olarak gen transkripsiyonunu diizenlemek
tizerinedir. Testosteronun androjen reseptoriine baglanmasi heat-shock proteinin
reseptorden ayrilip androjen reseptériiniin fosforilasyonuna araci olur [148]. Meydana
gelen AR dimeri, “hormone response element” olarak adlandirilan DNA’daki belirli bir
diziye baglanir ve bu sekilde gen ekspresyonu artirilmasi ya da azaltilmasi diizenlenir.
Ayrica AR, kinaz sinyal yolaklarmi aktive ederek ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini
diizenler. Testosteronun AR aracili etkisine ek olarak metaboliti olan dihidrotestosteron
ile de etki gosterir [149].
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Tablo 2.1: Testosteronun cinsiyete gore etkileri

Etki

Erkekler

Kadinlar

Erkek cinsel karakteristikleri:
testosteron erkek cinsel organlari
ve cinsel karakteristik
ozelliklerin gelisimini saglar.

Testosteron ve DHT; cinsel
gelisimde, deri kalinlasmasi
ve erkek tipi kil olusumunda
fonksiyoneldir.

Kadinlarda hiperandrojenizm,
erkek tipi killanma ile karakterize
edilen hirgutizme sebep olur.

Duygudurum ve cinsel istek:
hem  erkeklerde hem de
kadinlarda testosteronun cinsel
istegi artirici etkisi vardir.

Erkeklerde testosteron artist
cinsel istekte artisla
sonuglanir. Yasin ilerlemesi
ile testosteron seviyesinde
goriilen diisiis, cinsel istekte
azalmaya sebep olur.

Adrenal yetmezlik ve buna bagh
diisiik androjen seviyeleri goriilen
kadinlarda DHEA replasman,
cinsel istekte artis saglamstir.

Kemik olusumu: testosteron,
kemik kalmligmi ve periosteal
kemik olusumunu artirmaktadir.

Testosteron kemik tizerindeki
etkisini, aromatizasyon ile
Ostrojeni meydana getirerek
gosterir. Bu
erkeklerin kemik giiciiniin
kadinlardan fazla olmasim
sagladig1 diisiiniilmektedir.

durumun

Hipopituarizm goriilen kadinlarda
kemik mineral yogunlugunda artis

tespit  edilmistir.  Ancak  bu,
testosteronun aromatizasyon ile
Ostrojene dontisimii  ile iliskili
olabilir.

Metabolizma: testosteronun | Testosteron bazal | Hipopituarizm goriilen kadmlarda

metabolizmanin  hizlanmasinda | metabolizma hizin1 ve kas | testosteron destegi, yagsiz kiitlede

ve kas Kkiitlesinin artmasinda | kiitlesini artirir. ve kas kiitlesinde artis saglamistir.

etkilidir.

Eritropoez: testosteron eritrosit | Hipogonadik erkeklerde | Yasa ~ bagli  olarak  disiik

iretimini tesvik eder. testosteron replasmani | testosteron seviyesi izlenen
eritrosit  kiitlesinde  artig | kadinlarda anemi riski daha
saglamstir. fazladir.

Ostrojen onciilii: testosteron ve | Erkeklerde testosteronun | Post-menopozal dénemdeki

androstenedion aromatize olarak | periferik aromatizasyonu, | kadmnlarda dolagimdaki

Ostrojenleri meydana getirirler. | kemik ve tiireme kanalinda | androjenlerin aromatizasyonu
Ostrojen iretimi i¢in | Ostrojenler igin dnemli bir kaynak
onemlidir. olmakla birlikte menopozun bazi

etkilerinin azaltilmasmda islevsel
olabilir.
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Tablo 2.2: Testosteronun viicuttaki etkisinin 6zeti. Bhasin S vd. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2003
makalesinden modifiye edilerek alimmustir [150].

Yag Harici Kompartmanlara Etkisi

Yagsiz doku ve kas kiitlesi artist
Kemik kiitlesinde artis

Kastrasyon uygulanan erkek memelilerde, eniikoidal erkeklerde, kadinlarda ve puberte dncesi erkek
¢ocuklarda azot tutulumunun artigi

Kas Histomorfolojisinde Meydana Gelen Degisimler

Hem Tip I hem de Tip II iskelet kasi fibrillerinde artis
Miyoniiklei sayisinda artig

Satellit hiicrelerinde artis

Protein Dinamiklerinde Meydana Gelen Degisimler

Non-oksidatif 16sin haybinda meydana gelen artis
Iskelet kas proteini fraksiyonel sentez oranlarinda meydana gelen artis

Aclik durumunda net protein dengesinin negativitesindeki azalmaya karsin protein dengesinde net
bir artis olmamast

Arteriovendz diferansiasyon metodu ile meydana gelen protein degredasyonunda azalma

Proteazom aracili protein degredasyonunda azalma

Yag Kopartmanlarina Etkisi

Testosteron replasman tedavisi uygulanan hipogonadal erkeklerde toplam viicut yag kiitlesinde
azalma

Suprafizyolojik dozda testosteron ve diger androjenlerin verildigi eugonadal erkeklerde toplam
viicut yag kiitlesinde azalma

Orta yash diisik ya da normal testosteron diizeylerine sahip erkeklerde intraabdominal yag
kiitlesinde azalma

Lipolizde artis
Lipoprotein lipaz aktivitesinin diizenlenmesi
Abdominal yag kompartmaninda trigliserit asimilasyonunda azalma

Preadipositlerin adipositlere doniistimiiniin inhibisyonu
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2.8.2. Testosteronun Kemikler Uzerindeki Etkisi

Testosteron, kemikler tizerinde etkisini iki sekilde gosterir: 1. osteoklastik etkiyi
inhibe ederek kemik erimesinin Oniine gecer ve 2. 5-a-redilktaz enzimi ile
dihidrotestosterona doniiserek osteoblastik aktiviteyi artirir [151, 152].

2.8.3. Testosteronun Kas Kiitlesi Uzerindeki EtKisi

Testosteron, kas kiitlesinin gelisimi ve korunumu i¢in gerekli bir bilesendir.
Testosterondaki azalma, kas kiitlesi ve buna bagl olarak giiciin azalmasi ile sonuglanir.
Hipogonadal erkeklere testosteron tedavisi uygulanan bir ¢alismada sonug¢ olarak genel
fiziksel performans ve giigte artis tespit edilmistir [153]. Prostat kanseri i¢in androjen
mahrumiyet tedavisi goéren erkeklerin kas kiitlesinde ve hemoglobin seviyelerinde
azalma goriiliirken ayn1 zamanda kilo artis1 ve yag kiitlesinde artis tespit edilmistir
[154].

2.8.4. Testosteronun Hematopoez Uzerindeki Etkisi

Testosteron kemik iliginde hematopoiezi uyarir ve buna bagl olarak hematokrit
seviyesinde artis saglar [155]. 24-78 yas aras1 70 Tip II diyabet hastasi erkek ile yapilan
bir ¢aligmada hipogonadal 37 bireyin hematokrit seviyeleri belirgin derecede diisiik
bulunmustur. Hastalarin %23’tinde anemi tespit edilmis olmakla birlikte, 15 anemik
hastanin 14’linlin serbest testosteron seviyelerinin diisik oldugu belirlenmistir.
Testosteron, eritropoietini uyardigi i¢in testosteron terapisi goren erkeklerin hematokrit
seviyeleri diizenli olarak Ol¢iilmelidir, ¢iinkii terapi goren erkeklerin bir kisminda
polisitemi tespit edilmistir [156].

2.8.5. Testosteronun Beyin Uzerindeki Etkisi

Beyinde androjen reseptorleri bulunmaktadir; testosteron beyinde 5-o-rediiktaz
ve aromataz ile dihidrotestosteron ile estradiole ¢evrilir. Steroid hormonlar néronal
hiicre biiyiimesini ve sagkalimmi destekler [157]. Ileri yastaki erkeklerle yapilan biligsel
calismalara gore testosteron seviyeleri daha yliksek olan bireyler uygulanan testlerden
daha yiiksek skorlar elde etmislerdir [158]. Alzheimer hastasi hipogonadal erkeklerle
yapilan oldukca kiiciik ve kisa siireli, plasebo kontrollii bir ¢aligmaya goére testosteron
uygulanan hastalarin biligsel degerlendirme testlerinde bir artis goriilmistir [159].
Alzheimer hastasi kadin ve erkeklerle yapilan bir c¢aligmada, kontrol grubu ile
karsilastirildiklarinda hastalarda sex hormone binding globiilin seviyelerinde artis ve
serbest androjen indeksinde azalma tespit edilmistir [160]. 32-87 yaslar1 arasindaki 574
erkek bireyle yapilan bir ¢caligmada ise serbest testosteron indeksindeki her 10 iinitelik
artista Alzheimer riskinin %26 azaldig1 gosterilmistir. Tiim bu bulgular, testosteronun
Alzheimer’dan korunmada ve tedavisinde islevsel olabilecegini gostermektedir [161].
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2.8.6. Kadinlarda Post-Menopozal Donemde Testosteronun Etkisi

Kadinlarda testosteron tiretiminin %50°si adrenal bez tarafindan gergeklestirilir.
Yumurtaliklar direkt sekresyon ya da onciil liretimi yolu ile dolasimdaki testosteronun
%350’sinin liretimini istlenirler. Menopozda yumurtalik fonksiyonlarindaki azalma ile
birlikte ile birlikte yalnizca Ostrojen seviyesinde degil, aynt zamanda testosteron
seviyesinde de azalma goriiliir. Post-menopozal donemde ya da ooforektomize
kadinlara testosteron destegi giiniimiizde uygulanmaktadir. Bu tedavinin kemik mineral
yogunluguna, giiclin artirilmasmna ve duygudurumun iyilestirilmesine katkida
bulunabilecegi diistiniilmektedir [162].
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3. YONTEM

Caliymamizda giiniimiize dek farkli hiicre tipleri iizerinde yapilan ¢alismalarin
incelenmesi sonucunda testosteronun enjekte edilebilir, 17-B pozisyonunda propiyonat
substitiisyonu bulunan yag bazli, kisa siireli etki gosteren ester formu olan testosteron
propiyonat kullamlmistir [166]. Uretici ¢dziicii olarak etil alkol ya da aseton
kullanilmasimni &nermektedir. Testosteron propiyonat etil alkolde 96°C’de ¢dziinmekte,
ancak 1s1 37°C’ye geldiginde kristalize olmaktadir. Coziicii olarak aseton
kullanildiginda, testosteron propiyonat c¢oziinmekte ve kristalize olmadan 24 saat
kullanilabilmektedir. Buna gére TP, 10™°, 10, 10®, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda
olacak sekilde aseton-su karisimi i¢inde ¢oziildiikten sonra hiicre besiyerine eklenmistir.
24 saat sonunda hiicrelerin canliliklar1 Annexin V — Propidyum Iyodit apoptoz testi;
boliinmeleri ise CFSE proliferasyon tayin yontemi ile dl¢iilmiistiir. Olgiimler Beckman
Coulter FC500 akan hiicre 6lger ile yapildiktan sonra sonuglar CXP analiz programi ile
degerlendirilmistir.

3.1.Hiucre Kiiltiirii:

Yetiskin saglikli insan kemik iligi mezenkimal hiicreleri Gibco Thermo Fisher
Scientific’ten alinmistir. Hiicreler besiyerine ekilmeden 6nce akan hiicre dlger ile yiizey
belirtegleri analiz edilmistir. CD45™9/CD73*/CD90"/CD105" hiicrelerin %90’dan fazla
oldugu yapilan analiz sonucu belirlenmistir. Hiicreler dordiincii pasajdadir. MKH
kiiltliriinde besiyeri tercihi iizerine yapilmis calismalarin incelenmesi sonucu kiiltiir
boyunca diisiik glukozlu DMEM besiyeri tercih edilmistir [2-5]. Mezenkimal kok
hiicreler %15 fetal sigir serumu ve %1 penisilin - streptomisin antibiyotik igeren diisiik
glukozlu DMEM besiyeri iginde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Hiicreler
ekildikten sonra ii¢ gilinde bir besiyeri degistirilmis ve hiicreler, kiiltiir kab1
kuyucuklarmin yiizeyini kaplayana kadar %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-
streptomisin antibiyotik igeren diisik glukozlu DMEM besiyeri ile kiiltiir devam
etmistir. Hiicrelerin biitylimesi 37°C derecede %95 hava, %5 CO; igeren nemli ortamda
gerceklesmistir.
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Sekil 3.1: Hiicrelerin yiizey belirteclerinin analizi

Sekil 3.2: MKH’lerin invert 151k mikroskobu goriintiileri. a) 7. giin b) 14. giin c) 21.giin

cD73
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3.2.Testosteron Propiyonatin Hazirlanmasi

Testosteron propiyonat (T-1875) (Sigma Saint Louis, Missouri 63103 USA),
talimatlara uygun olarak 100X konsantrasyonda olacak sekilde 1:3 oraninda hazirlanan
aseton-su karisiminda isitilarak ¢oziilmiistiir. Testosteron karigimi, hazirlanan besiyeri
ile karistirilarak hiicrelerin tlizerine eklenmis ve hiicreler, 24 saat siiresince 37°C
derecede %95 hava, %5 CO, igeren nemli ortamda inkiibe olmustir. Asetonun
besiyerindeki son hacmi %0,003 tiir.

3.3.Hiicre proliferasyonunun tayini

Hiicrelerin 24 saatlik siire sonundaki proliferasyon miktarinin belirlenmesi i¢in
CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit (Life Technologies) kullanilmistir. CFSE
(Carboxyfluorescein succinimidyl ester) fluoresans 6zelligine sahip bir hiicre boyasidir.
Boyanin 488 nm’de 1s1ma verir ve meydana gelen sinyal akan hiicre dlgerde birinci
kanalda goriintiilenir. CFSE membrandan gecerek hiicrelerin i¢indeki molekiillere
baglanma 06zelligine sahiptir. Hiicre metabolizmasma ve canliligina bir etkisi
bulunmamaktadir. Hiicre proliferasyonu tayininde bu boyanin kullanimi, hiicre
boliindiik¢e hiicrenin igince bulunan CFSE’nin de yeni olusan iki yavru hiicre arasinda
esit paylasimima dayanmaktadir.

Tablo 3.1: CFSE boyamasi akis semasi

ADHERENT HUCRELER

. TOPLAM 2 ML
BESIYERI + TESTOSTERON

+

2uL CFSE

24 SAAT
iINKUBASYON

NESIL SAYISININ TESPITi
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10. Balinrme
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Sekil 3.3: Ornek CFSE akan hiicre dlcer goriintiisii

CFSE, kit talimata uygun sekilde 18 ul DMSO ile karistirilarak stok soliisyon
hazirlanmistir. Daha sonra, son konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde besiyeri ile
karistirilarak  hiicrelerin  lizerine eklenmis, 20 dakika inkiibasyonu takiben
uzaklastirilmistir. Hiicreler Dulbecco's Phosphate Buffer Solution (DPBS) ile yikanip
belirli oranlarda testosteron propiyonat iceren DMEM besiyerleri hiicrelerin {izerine
eklenmistir. 24 saat sonunda besiyeri-testosteron propiyonat karisimi uzaklastirilmas,
hiicreler DPBS ile yikanip kuyucuklarda Tripsin — EDTA (0,05 M) (Life Technologies)
ile kaldirilmis ve akan hiicre 6lger ile proliferasyon 6l¢iimii yapilmistir.

3.4.Hiicre Canhihginin ve Apoptozun Tayini

Testosteron propiyonatin hiicre canliligina etkisinin tespitinde Annexin V —
Propidyum lIyodit boyamasi gergeklestirilmistir. Annexin V, hiicre membraninda
bulunan fosfotidilserin rezidiilerine baglanan ve akan hiicre olgerde birinci kanalda
1stma veren fluoresans bir boyadir. Saglikli hiicrelerde fosfotidilserin, membranin
sitosolik yiizeyinde bulunurken apoptoz siirecinin baglamasi ile membranin dis yiiziine
transloke olmaya baglar. Apoptozun erken sathalarinda plazma membrani, DNA’ya
baglanma 6zelligine sahip boyalarin hiicre i¢ine girisine izin vermemektedir. Bu sebeple
yalnizca Annexin V ile boyanan hiicreler erken apoptotik hiicrelerdir.
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Propidyum lyodit (PI) fluoresans 6zellige sahip bir interkalasyon ajanidir. Akan
hiicre Olgerde Tigiincii kanalda 1s1ma verir. DNA’ya bazlarin arasina yerleserek
baglanma 6zelligine sahiptir. Saglikli hiicrelerde hiicre membrani, hiicre i¢ine PI girisini
engellemektedir. Apoptozun ilerleyen sathalarinda membran biitiinligii kaybolur, bu
sayede PI hiicre igine girereck DNA’da bulunan baz c¢iftleri arasma interkale olur.

Annexin V ve PI birlikte boyanan hiicreler ge¢ apoptotik hiicrelerdir.

24 Saat Aseton

3

ECOPI

24 Saat 10° M TP

100
Nekroz ApOgtOr
W
10'3
o
s
b Erken
‘ a agooio
10° 102 103

10°
1 Nekroz Apoptor
w -
a
8 10' v ; &
o SR
7 b
. A
D e s
100 W ke
] t.r;- K ‘ Erien
Nocroler spoctoz
] 1 ]
10° 10' 102 10
FITC Annexin V
Sekil 3.4: Ornek annexin V — PI akan hiicre dlcer goriintiileri

FITC Annexin V

Hiicrelerin canlilik tayini ApopNexin Annexin V FITC Apoptosis Kit (Merck
Millipore) ile yapilmistir. Kiiltiir kaplarindan alinan hiicreler kit talimatlarina uygun
sekilde 3 ul Annexin ve 2 pul PI ile boyandiktan sonra akan hiicre 6l¢erde canlilik

Olciimleri yapilmustir.
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Tablo 3.2: Annexin VV-PI boyamasi akis semasi

200000 HUCRE
HUCRE SUSPANSIYONU

2 KEZ DPBS iLE HUCRELERIN
YIKANMASI

HUCRELERIN BINDING BUFFER
iLE SUSPANSE EDILMESI

ANNEXIN V iLE Pl EKLENMESI

ANNEXIN V -
PI-
CANLI HUCRELER

15 DAKIKA|INKUBASYON

istatistiksel Incelemeler

IANNEXIN V +
Pl + )
IGEC APOPTOTIK HUCRELER

ANNEXIN V +
Pl - .
ERKEN APOPTOTIK HUCRELER

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢cin IBM
SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testi ile
degerlendirilmis ve verilerin normal dagilima uygunluk goéstermedigi saptanmistir.
Parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskall Wallis test, farkliliga neden
olan grubun tespitinde ise Mann Whitney U test kullanildi. Parametrelerin grup igi
Wilcoxon Signed Ranks test kullanildi. Uyum degerlendirmesi igin Intraclass

Corelation Coefficient kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. CFSE Proliferasyon Olgiimleri

Tablo 4.1: Gruplarin 0.saat ve 24.saat nesil sayillarinin degerlendirilmesi

10Mm 10°M 10°M 10'M 10° ™M
Aseton
Nesil TP TP TP TP TP .
p
Sayisi Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS

(medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

0.saat 3+0 (3)
24.saat 150 (15)
Fark 12+0 (12)

p 0,083

30 (3)
150 (15)
120 (12)

0,083

30 (3)
180 (18)
1540 (15)

0,083

30 (3)
160 (16)
130 (13)

0,083

30 (3)
1640 (16)
1340 (13)

0,083

3+0(3) 1,000
1240 (12)  0,004**
940 (9)  0,004**
0,083

'Kruskall Wallis Test ?Wilcoxon Signed Ranks Test

Tablo 4.2: Nesil sayisinin doza bagh degisimi

**p<0.01

Nesil Sayisi

20

18

16
14
12
1

o

o N B O

108M TP

101°M TP 10°M TP 10" M TP

M 24 .saat

106 M TP

Aseton

38



4.1.1. 24. Saat CFSE Karsilastirmalan

Gruplar arasinda 24.saatteki nesil sayilar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini
saptamak amaciyla yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda;

108 M TP grubunun 24.saatteki nesil sayilari, diger gruplardan anlaml sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.05).

10" M TP grubunun 24.saatteki nesil sayilar;, 10° M TP (p:0.025), 10° M TP
(p:0.025) ve Aseton (p:0.025) gruplarindan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05).

10° M TP grubunun 24.saatteki nesil sayilar;, 10° M TP (p:0.025), 10° M TP
(p:0.025) ve Aseton (p:0.025) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05).

Aseton grubunun 24.saatteki nesil sayilari, 10%° M TP (p:0.025), 10° M TP
(p:0.025) gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05).

10 M TP ve1l0® M TP gruplar ile 10° M TP ve 107 M TP gruplarinin
arasinda, 24. saatteki nesil sayilari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.1.2. 0. ve 24. Saat Proliferasyon Karsilastirmalar

Gruplar arasinda 0. saate gore 24. saatte nesil sayilarinda goriilen artis miktarlar

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilhik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01).
Farkliligm hangi gruptan kaynaklandigmi saptamak amaciyla yapilan ikili
karsilastirmalar sonucunda;

10® M TP grubunun 0. saate gore 24. saatte nesil sayilarinda goriilen artislar,
diger gruplardan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

107 M TP ve 10° M TP gruplarinin 0. saate gore 24. saatte nesil sayilarinda
goriilen artiglar, 10" M TP (p:0.025), 10° M TP (p:0.025) ve aseton (p:0.025)
gruplarmdan anlamli sekilde yiliksek bulunmustur (p<0.05).

Aseton grubunun 0. saate gore 24. saatte nesil sayilarinda goriilen artiglar,10™
M TP (p:0.025), 10° M TP (p:0.025) gruplarmdan anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p<0.05).

10" M TP ve10® M TP gruplar1 ile 10° M TP ve 107 M TP gruplarinin
arasinda O.saate gore 24. saatte nesil sayilarinda goriilen artis miktarlar
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Events

FITC CFSE

Sekil 4.2: 0. ve 24. saatlerde CFSE histogramlarinin
kiyaslanmasi. Kirmizi renkli grafik 0. saatte hiicrelerin
boliinmesini gostermektedir. Mavi renkli grafik 24
saat sonra 108 M TP grubunda tespit edilen nesil
sayisini gostermektedir.
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Tablo 4.3: Hiicre nesil sayisinin doza bagh degisimi

20
18
16
s 14
>
g 12
B 10
2
8
6
4
2
0
100°MTP 10°MTP 108MTP 107"MTP 108MTP Aseton
H O0.saat M 24.saat
4.1.3. Olciimler Aras1 Karsilastirma
Tablo 4.4: 24.saatte CFSE 6l¢iimlerinin uyum degerlendirmesi
%95 ClI
ICC p
Lower Upper
10°M TP 0,986 0,959 0,995 0,001**
10°M TP 0,976 0,931 0,992 0,001**
108 M TP 0,997 0,993 0,999 0,001**
10'M TP 0,953 0,870 0,983 0,001**
10° MTP 0,999 0,998 1,000 0,001**
Aseton 0,987 0,956 0,996 0,001**
Intraclass Corelation Coefficent **p<0.01

e 10" M TP grubunda 1. ve 2. CFSE &l¢iimleri arasinda pozitif yonde, %98.6
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01).

e 10° M TP grubunda 1. ve 2. CFSE &l¢iimleri arasinda pozitif yonde, %97.6
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01).

e 10® M TP grubunda 1. ve 2. CFSE &l¢iimleri arasinda pozitif yonde, %99.7
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01).
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e 107 M TP grubunda 1. ve 2. CFSE §l¢iimleri arasinda pozitif yonde, %95.3
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01).
e 10° M TP grubunda 1. ve 2. CFSE &l¢iimleri arasinda pozitif yonde, %99.9
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01).

e Aseton grubunda 1. ve 2. CFSE olciimleri arasinda pozitif yonde, %98.7
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01).

4.2. Annexin V — Propidyum Iyodit Apoptoz Analizi

Tablo 4.5: Gruplarin 0. ve 24.saat hiicre yogunluklarinin degerlendirilmesi

10°M  10°M 110%™ 10" M 10° M Aset
TP TP TP TP TP seton—
OrttSS  OrtzSS  OrtzSS _ OrtzSS _ OrtzSS _ OrtzSs  ©
(mean)  (mean) (mean) (mean) (mean) (mean)
0.saat 14,4140,4 14,4140,4 14,41+0,4 14,41+0,4 14,41+0,4 14,4104 1000
5(14,41) 5(1441) 5(1441) 5(14,41) 5(14,41) 5 (14,41) ’
24.5aat  4,57+£0,32 5,56+0,89 6,53+0,83  13,33+4,0 7,51+1,49 15,23+0,4 0,001*
Nekroz (4,57) (5,56) (6,53) 8 (13,33) (7,51) 5 (15,23) *
Fark ) ) ) ) 0,001*
9,84+0,13 8,86+1,34 7,88+1,28 1,08+4,52  -6,9+1,04 0,82+0 ' -
(-9,84) (-8,86) (-7,88) (-1,08) (-6,9) (0,82)
2p 0,024* 0,024* 0,024* 0,335 0,024* 0,024*
0.saat 14,41£04 14,41£0,4 14,4120,4 14,4104 14,4104 14,41+04 1000
5(14,41) 5(1441) 5(1441) 5(14,41) 5(14,41) 5 (14,41) '
24.saat  8,48+1,56 6,55£2,66 3,01+0,56 2,09+1,98  15,37+0,6  4,55+0,13  0,001*
Apop- (8,48) (6,55) (3,01) (2,09) 5 (15,37) (4,55) *
toz Fark - - - - - 0.001*
5,94+1,11  7,86£2,21 11,41+1,0  12,33+1,5 0,96+1,1 9,86+0,58 ' -
(-5,94) 7,86)  1(-11,41) 3(-1233)  (0,96) (-9,86)
2p 0,024* 0,024* 0,024* 0,024* 0,335 0,024*
0.saat 80,5+0,36 80,5+0,36 80,5+0,36  80,5+0,36  80,5+0,36  80,5+0,36 1.000
(80,5) (80,5) (80,5) (80,5) (80,5) (80,5) ’
24.5aat  82,37+0,4 82,9+0,15 85,12+04 77,6£1,94  68,8+0,77 73,32+0,4 0,001*
Canh 7(8237)  (829)  5(8512) (77,6) (68,8) 5(73,32) *
hiicre Fark - 0.001*
1,87+0,11  2,4+0,5 4,62+0,1 29423 11,7£1,13  -7,18+0,1 T
(1,87) (2,4) (4,62) (-2,9) (-11,7) (-7,18)
2p 0,024* 0,024* 0,024* 0,024* 0,024* 0,024*
0.saat 4,43+1,09 4,43£1,09 4,43+1,09 4,43+£1,09 4,43£1,09 4,43+1,09 1.000
(4,43) (4,43) (4,43) (4,43) (4,43) (4,43) !
Erken  24saat  4,6+2,35 541,62 5,3540,94  6,99+4.04  833+0,07 6,91+0,77 0,030
Apop- (4,6) (5) (5,35) (6,99) (8,33) (6,91) '
toz Fark 0,17£1,26  0,58+0,53 0,93+2,03 2,57+5,13  3,91£1,02  2,48+0,32 0.019*
(0,17) (0,58) (0,93) (2,57) (3,91) (2,48) '
2p 0,335 0,024* 0,335 0,335 0,024* 0,024*
'Kruskall Wallis Test “Wilcoxon Signed Ranks Test *p<0.05  **p<0.01
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Sekil 4.3: Annexin V — PI analizi akan hiicre dl¢er yogunluk kadram gériintiileri. a) 24.
saat aseton b) 24. saat 10™° M TP c) 24. saat 10° M TP d) 24. saat 10® M TP e) 24. saat
10" M TP f) 24. saat 10° M TP
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4.2.1.Apoptoz Yogunluklar

Gruplar arasinda 24.saatteki apoptoz yogunluklar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamlt farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan
kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda;

e 10° M TP grubunun 24. saatteki apoptoz yogunluklari, diger gruplardan anlamli
sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e 10" M TP grubunun 24. saatteki apoptoz yogunluklari, 10® M TP (p:0.003),
10" M TP (p:0.003) ve aseton (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.01).

e 10° M TP grubunun 24. saatteki apoptoz yogunluklari, 10® M T (p:0.003) ve
10" M TP (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e Aseton grubunun 24. saatteki apoptoz yogunluklari, 10® M TP (p:0.003) ve 10
M TP (p:0.003) gruplarindan anlaml: sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e Diger gruplar arasinda 24.saatteki apoptoz yogunluklari acisindan anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 0.saate gore 24.saatteki apoptoz yogunluklarinda goriilen
degisim miktarlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilhik bulunmaktadir
(p:0.001; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda;

e Tiim gruplarin 0.saate gore 24.saatteki apoptoz yogunluklarinda goriilen degisim
miktarlar1 agisindan anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).

e 10°MTP grubunda apoptoz miktarinda artis gdzlenirken, diger gruplarda diisiis
gozlenmistir.

e 10® M TP grubunun O.saate gore 24.saatteki apoptoz yogunluklarinda gériilen
diisiis, 10™° M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003) ve aseton (p:0.003) gruplarmdan
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e Asecton grubunun 0.saate gore 24.saatteki apoptoz yogunluklarinda goriilen
diisiis, 10° M TP grubundan anlamli sekilde yiliksek bulunmustur (p:0.003; p<0.01).

e Diger gruplar arasinda 0.saate gore 24.saatteki apoptoz yogunluklarinda goriilen
degisim miktarlar1 agisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Tablo 4.6: Canliligin doza bagh degisimi

Canli Hiicre

90
80

70
60
50
40
30
20
10

0

101°M TP  10°MTP 108MTP 10"MTP 10MTP Aseton

Ort+SS

M 24.saat

4.2.2. Canh Hiicre Yogunluklar:

Gruplar arasinda 24.saatteki canli hiicre yogunluklar1 acisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan
kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda;

e 10® M TP grubunun 24. saatteki canli hiicre yogunluklari; diger tiim gruplardan
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e 10° M TP grubunun 24. saatteki canli hiicre yogunluklari, 107 M TP (p:0.003),
10° M T (p:0.003) ve aseton (p:0.003) gruplarndan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.01).

e 10" M TP grubunun 24. saatteki canli hiicre yogunluklari, 107 M TP (p:0.003),
10° M T (p:0.003) ve aseton (p:0.003) gruplarndan anlamlhi sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.01).

e 107 M TP grubunun 24. saatteki canl hiicre yogunluklari, 10° M TP (p:0.003)
ve aseton (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e 10° M T grubunun 24. saatteki canli hiicre yogunluklari, aseton grubundan
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.003; p<0.01).

e 10" M TP ve 10° M TP gruplarmin 24. saatteki canl hiicre yogunluklar:
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 0O.saate gore 24.saatteki canli hiicre yogunluklarinda goriilen
degisim miktarlar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
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(p:0.001; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda;

e Aseton ile 10" M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003), 10® M TP (p:0.003), 10~
M TP (p:0.003) ve 10° M TP (p:0.003) gruplari arasinda 0.saate gore 24.saatteki canli
hiicre yogunluklarinda goriilen degisim miktarlar1 agisindan anlamli  farklilik
bulunmustur (p<0.01).

e 10°M TP ile 10™° M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003), 10° M T (p:0.003) ve
10" M TP (p:0.003) gruplari arasinda O.saate gore 24.saatteki canli hiicre
yogunluklarinda goriilen degisim miktarlar1 agisindan anlamli farklilik bulunmustur
(p<0.01).

e 10" M TPile 10" M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003) ve 10® M TP (p:0.003)
(p:0.003) gruplar1 arasinda 0.saate gore 24.saatteki canli hiicre yogunluklarinda goriilen
degisim miktarlar1 agisindan anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).

e 108 M TP grubunun O.saate gore 24.saatteki canli hiicre yogunluklarinda
goriilen artis, 10™° M TP (p:0.003) ve 10° M TP (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e 10° M TP grubunun O.saate gore 24.saatteki canli hiicre yogunluklarinda
goriilen artis, 10 M TP grubundan anlamh sekilde yiiksek bulunmustur (p:0.003;
p<0.01).

e 10 M TP ve 10° M TP gruplarinin 0.saate gore 24.saatteki canli hiicre
yogunluklarinda goriilen artis miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

4.2.3. Nekroz Yogunluklari

Gruplar arasinda 24.saatteki nekroz yogunluklar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan
kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda,;

e Aseton grubunun 24. saatteki nekroz yogunlugu, 10™° M TP (p:0.003), 10° M
TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003) ve 10° M TP (p:0.003) gruplarindan anlaml sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e 107 M TP grubunun 24.saatteki nekroz yogunlugu, 10™° M TP (p:0.003), 10° M
TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003) ve 10° M TP (p:0.003) gruplarindan anlaml sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e 10" M TP grubunun 24 saatteki nekroz yogunlugu, 10® M TP (p:0.003) ve 10°°
M TP (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.01).

e Diger gruplar arasinda 24. saatteki nekroz yogunluklar1 agisindan anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda O.saate gore 24.saatteki nekroz yogunluklarinda goriilen
degisim miktarlar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.001; p<0.01). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda;
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e Aseton grubu ile 10™° M TP (p:0.002), 10° M TP (p:0.002), 10® M TP (p:0.002)
ve 10° M TP (p:0.002) gruplari arasinda O.saate gore 24.saatteki nekroz
yogunluklarinda goriilen degisim miktarlar1 acisindan anlamli farklilik bulunmustur
(p<0.01).

e Ascton grubunda artis gozlenirken, 10™° M TP, 10° M TP, 10 M TP ve 10° M
TP gruplarinda diisiis gdzlenmistir. 107 M TP grubunun 0. saate gore 24. saatteki
nekroz yogunlugunda goriilen diisiis, 10™° M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003), 10® M
TP (p:0.003) ve 10° M TP (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur
(p<0.01).

e 100 MTP grubunun 0. saate gore 24. saatteki nekroz yogunlugunda goriilen
diisiis, 10® M TP (p:0.003) ve 10° M TP (p:0.003) gruplarindan anlaml sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.01).

e Diger gruplar arasinda 0. saate gore 24. saatteki nekroz yogunluklarinda goriilen
degisim miktarlar1 agisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.2.4. Erken Apoptoz Yogunluklar

Gruplar arasinda 24.saatteki erken apoptoz yogunluklari acisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.032; p<0.05). Farkliligin hangi gruptan
kaynaklandigimi saptamak amaciyla yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda,;

e 10° M TP grubunun 24.saatteki erken apoptoz yogunluklar, 10™° M TP
(p:0.003), 10° M TP (p:0.003), 10 M TP (p:0.003) ve aseton (p:0.003) gruplarindan
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e Diger gruplar arasinda 24.saatteki erken apoptoz yogunluklar1 agisindan anlaml
bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 0.saate gore 24.saatteki erken apoptoz yogunluklarinda goériilen
degisim miktarlar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.019; p<0.05). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini1 saptamak amaciyla yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda;

e 10° M TP grubunun O.saate gdre 24.saatteki erken apoptoz yogunluklarinda
goriilen artig, 10" M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003), 10® M T (p:0.003) ve aseton
(p:0.003) gruplarindan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

e Aseton grubunun 0.saate gore 24.saatteki erken apoptoz yogunluklarinda
goriilen artig, 10°° M TP (p:0.003), 10° M TP (p:0.003) gruplarindan anlamli sekilde
anlamli sekilde yiliksek bulunmustur (p<0.01). Diger gruplar arasinda 0.saate gore
24 saatteki erken apoptoz yogunluklarinda goriilen artis miktarlar1 agisindan anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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4.2.5. 0. ve 24. Saat Canlilik ve Apoptoz Karsilastirmalar

e 10" M TP grubunda; 0.saate gore 24.saatteki nekroz yogunlugunda goriilen
diisiisler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Apoptoz yogunlugunda
goriilen diistisler istatistiksel olarak anlamhidir (p:0.024; p<0.05). Canli hiicre
yogunlugunda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). 0.saat ve
24 saatteki erken apoptoz yogunluklari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

e 10°M TP grubunda; 0.saate gore 24.saatteki nekroz yogunlugunda goriilen
diistisler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Apoptoz yogunlugunda
goriilen diistisler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Canli hiicre
yogunlugunda goriilen artiglar istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Erken
apoptoz yogunlugunda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05).

e 108 M TP grubunda; 0.saate gore 24.saatteki nekroz yogunlugunda goriilen
diisiigler istatistiksel olarak anlamhidir (p:0.024; p<0.05). Apoptoz yogunlugunda
goriilen distigler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Canli hiicre
yogunlugunda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). 0.saat ve
24 .saatteki erken apoptoz yogunluklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

e 107 M TP grubunda; O.saate gore 24.saatteki nekroz yogunlugunda gdriilen
disiigler istatistiksel olarak anlamhidir (p:0.024; p<0.05). Apoptoz yogunlugunda
goriilen diistisler istatistiksel olarak anlamhdir (p:0.024; p<0.05). Canli hiicre
yogunlugunda goriilen disiisler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Erken
apoptoz yogunluklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).

e 10° M TP grubunda; O.saate gore 24.saatteki nekroz yogunlugunda goriilen
diistisler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Apoptoz yogunluklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmamaktadir (p>0.05). Canli hiicre
yogunlugunda goriilen disiisler istatistiksel olarak anlamhidir (p:0.024; p<0.05). Erken
apoptoz yogunlugunda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05).

e Aseton grubunda; 0.saate gore 24.saatteki nekroz yogunlugunda goriilen artiglar
istatistiksel olarak anlamhdir (p:0.024; p<0.05). Apoptoz yogunlugunda goriilen
diistisler istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05). Canli hiicre yogunlugunda
goriilen disisler istatistiksel olarak anlamhdir (p:0.024; p<0.05). Erken apoptoz
yogunlugunda goriilen artiglar istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.024; p<0.05).
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Tablo 4.7: 0. ve 24. saatlerde canliigin degisimi
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Tablo 4.8: 24. saatte Annexin V - Pl él¢iimlerinin uyum degerlendirmesi
%95 ClI
IcC > p
Lower Upper
10-10M TP 0,989 0,841 0,999 0,001**
10-9M TP 0,948 0,415 0,997 0,007**
10-8 M TP 0,993 0,900 1,000 0,001**
10-7TM TP 0,908 -0,243 0,986 0,009**
10-6 M TP 0,944 0,381 0,996 0,008**
el 0,926 0,253 0,995 0,006**
Intraclass Correlation Coefficent **p<0.01
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4.2.6. Olgiimler Aras1 Karsilastirma

e 10™ M TP grubunda 1. ve 2. annexin V - Pl él¢iimleri arasinda pozitif ynde,
%98.9 diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir
(p:0.001; p<0.01).

e 10° M TP grubunda 1. ve 2. annexin V- Pl &l¢iimleri arasinda pozitif yonde,
%94.8 diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir
(p:0.007; p<0.01).

e 10® M TP grubunda 1. ve 2. annexin V — PI &l¢iimleri arasinda pozitif yonde,
%99.3 diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir
(p:0.001; p<0.01).

e 107 M TP grubunda 1. ve 2. annexin V — Pl &lgiimleri arasinda pozitif yonde,
%90.8 diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir
(p:0.009; p<0.01).

e 10° M TP grubunda 1. ve 2. annexin V — PI &lciimleri arasinda pozitif yonde,
%94.4 diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir
(p:0.008; p<0.01).

e Aseton grubunda 1. ve 2. annexin V - Pl 6l¢timleri arasinda pozitif yonde, %92.6
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmaktadir (p:0.001;
p<0.01).

4.3.Sonug¢

0. saate gOre 24. saatte tiim gruplarin boliinme sayilarinda goriilen artiglar
istatistiksel olarak anlamhdir. 24. saatte 10® M TP grubunun bdlinme sayisinda
meydana gelen artis, diger gruplardan anlamli derecede yiiksektir.

24. saatte 10° M TP grubunun canl hiicre yogunlugunun, diger tiim gruplardan
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. 10° M TP grubunda ise canli hiicre
yogunlugunda anlamli derecede diisiis tespit edilmistir. 10° ve 10™° M TP gruplarinin
canli hiicre yogunluklar1 arasinda belirgin bir fark tespit edilmemistir, ancak her iki
grubun canh hiicre yogunluklari; 10° M TP, 107 M TP ve aseton gruplarindan anlaml1
derecede yiiksektir.

10° M TP grubundaki apoptotik hiicre yogunlugu, diger tiim gruplardan anlaml
derecede yiiksektir. 10° M TP grubu harig, diger tiim gruplarda apoptotik hiicre
yogunluklarinda azalma tespit edilmistir. Apoptotik hiicre yogunlugunda en fazla
azalma tespit edilen grup, 10®M TP grubudur

24 saat sonunda nekrotik hiicre yogunlugunun en fazla oldugu grubun, aseton
uygulanan grup oldugu belirlenmistir. Aseton grubu hari¢ tiim gruplarda nekrotik hiicre
yogunlugunda azalma tespit edilmistir, ancak 10" M TP grubunda nekrotik hiicre
yogunlugunda goriilen diisiis, diger gruplardan belirgin derecede daha azdir.
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5. TARTISMA

Verzola vd. tarafindan 2004 yilinda yapilan, androjenlerin apoptotik hiicre
hasarina etkisinin ve bu etkinin mekanizmalarmin arastirildigr bir ¢alismada; insan
proksimal tiibiil hiicre hatt1 olan HK-2 hiicreleri iizerinde 0,1-1 nmol testosteronun
apoptoza ve apoptoz ile iliskili proteinlerin liretimine etkisi incelenmistir. Caligmalar
primer proksimal tiibiiler epitel hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 ile devam etmistir. Hem
annexin V — propidyum iyodit ile yapilan analiz, hem de TUNEL analizi gostermistir ki
1 ile 10 nmol/L konsantrasyonda uygulanan testosteron, hiicrelerde apoptozu
artirmaktadir [163].

2006 yilinda yapilan, insan dermal papilla hiicreleri iizerinde testosteron ile 5-
dihidrotestosteronun apoptotik etkisinin incelendigi bir baska calismada 5 saglikh
bireyden alinan oksipital deri fragmentleri hiicre kiiltiirii ortaminda gogaltildiktan sonra
hiicrelere 107 M, 10° M, 10° M 50-DHT ve testosteron uygulanmistir. Bu
hormonlarin hiicre boliinmesine etkilerinin izlenmesi i¢in hiicreler 3-6 giin siiresince
kiiltiir ortaminda testosteron ve S0-DHT ile inkiibe edilmistir. Apoptozun
belirlenmesinde hiicrelerin Sa-DHT ve testosteron ile 4, 24 ve 48 saat siiresinde
inkiibasyonunu takiben ELISA yOntemi uygulanmistir. Dermal papilla hiicreleri
tizerinde testosteron ile Sa-DHT’nin sitotoksik etkileri, 24 ve 48. saatlerde uygulanan
LDH analizi ile tespit edilmistir. Bu arasgtirmanin sonuclarina gére Sa-DHT ile {i¢ giin
inkiibasyonun hiicre proliferasyonunda 107 M konsantrasyon haric artis yaratmadigi,
ancak bu siire sonunda 10 M testosteron ile 50-DHT nin hiicre biiyiimesini baskiladig
tespit edilmistir. Hiicrelerin 6 giin siiresince hem 10° M 50-DHT hem de 10° M
testosteron ile inkiibasyonunun proliferasyonda belirgin azalmaya sebep oldugu
goriilmiistiir.  Yiksek konsantrasyonda uygulanan 5o-DHT’nin apoptotik etkileri 48
saat sonrasinda goriilmeye baslanmistir, sadece bir bireyden alinan Ornekle yapilan
kiiltiirde 24 saat sonunda apoptotik etki tespit edilmistir. 4, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonunda 107 M konsantrasyon 50-DHT uygulanan hiicrelerde apoptotik degisimler
goriilmemistir. Ayni siirelerde yapilan Glgiimlere gore Sa-DHT hiicrelerde anlamli
derecede nekroza sebep olmamaktadir. 48 saat siiren inkiibasyon sonunda 10° M
testosteron, hiicrelerde belirgin miktarda apoptoza sebep olurken az miktarda nekroz
tespit edilmistir. 4, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerin sonunda 107 ve 10° M
testosteronun LDH artigina sebep olmadigi gortilmistiir [164].

Testosteronun agresif fibromatoz iizerindeki proliferasyon diizenleyici etkisinin
belirlenmesi amaci ile yapilan bir diger ¢alismada ise, alt1 hastadan alinan timorler ile
hiicre kiiltlirii olusturulduktan sonra besiyerine 0-100 pg/mL konsantrasyonlarda
dihidrotestosteron eklenmistir. 24 saat sonunda yapilan analizler sonucunda, eklenen
testosteron dozundaki artis ile proliferasyonda ve canli hiicre sayisinda artig goriiliirken
oli hiicreler ile apoptoz miktarinda artig tespit edilmemistir [165].

Bir insan ndroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SYS5Y ile 2006 yilinda yapilan bir
calismada diisiik konsantrasyonda uygulanan (100 nM) testosteron canliligi belirgin
derecede etkilemezken, 24 saat sonunda 1 pM testosteronun canlilikta azalmaya sebep
oldugu, canliliktaki diisiisiin 10 uM testosteron uygulamasinda daha da fazla oldugu
goriilmiistiir. Calismanin devaminda apoptoz tespiti i¢in hiicreler annexin V ile
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isaretlenmistir. 6 saat sonunda 100 nM testosteron ile inkiibe edilen hiicrelerde annexin
V-pozitif hiicreler sayica az ilen testosteron dozundaki artis ile annexin V-pozitif
hiicreler de artig gostermistir. Agaroz jel tizerinde yapilan DNA fragmentasyon analizi
gostermistir ki, 6 saat icinde 1 ve 10 pM testosteron, noroblastoma hiicrelerinde DNA
hasarmi artrmakta iken ayni slirede 100 nM testosteron DNA hasarma sebep
olmamaktadir [166].

Sicanlarin mezenterik yatak bolgesinden alinan vaskiiler diiz kas hiicreleri ile
olusturulan bir primer hiicre kiiltiiriinii ¢alismasinda ise, testosteronun mitokondriyal
reaktif oksijen tiirevlerinin Uretimlerini artirarak ekstrinsik apoptotik yolag:
indiiklediginin tespiti hedeflenmistir. Hiicreler 2-12 saat siiresince testosteron ile
uyarilmigtir.  Reaktif oksijen tiirevleri lucigenin ve dichlorodihydrofluorescein ile
Olciilmiistiir. Testosteron uygulamasinin androjen reseptor aktivasyonuna, reaktif
oksijen tiirevlerine ve mitokondriye etkisinin belirlenmesi amaci ile uygulanan tiim
asamalarda belirli inhibitorler de kullanilarak gozlenen etkiler karsilastirilmistir. 2 saat
inkiibasyon sonucunda 107 M testosteronun diiz kas hiicrelerinde reaktif oksijen
tirevlerinin olusumunu androjen reseptorlerine baglanarak ve mitokondri iizerinde etki
gostererek artirdig tespit edilmistir. Ayrica 107 M testosteron ile 6 saat siiresince
inkiibasyonun apoptotik etkisi annexin V-calcein ile 6lgiilmiis, inkiibasyon sonunda
testosteronun canlilig1 azalttig1 goriilmiistiir [167].

Sican iskelet kast miyoblast hiicre hatt1 olan L6 iizerinde testosteronun hiicre
proliferasyonuna etkisinin gosterilmesi amaclanan bir calismada 10! ile 10” arasinda
degisen dozlarda testosteron, hiicrelere uygulanmis ve 6 ile 120 saat arasinda degisen
siirelerde hiicre boliinmeleri dl¢iilmiistiir. Immiinohistokimya sonuglar1 gdstermistir ki
24 saat sonunda kontrol grubuna oranda 10® M testosteron uygulanan hiicrelerin
proliferasyonunda belirgin derecede artis izlenmektedir. 10™ M testosteronun boliinme
iizerinde belirgin bir etkisi olmazken 10™°, 10 ve 10® M testosteron doz bagimli olarak
bolinmeyi artirmaktadir. Bolinme artist en fazla 10® M testosteron uygulanan hiicre
grubunda goriilmekle birlikte doz arttik¢a proliferatif etki azalmaktadir. Ancak yine de
kontrol grubuna kiyasla belirgin derecede artis goriilmesi s6z konusudur. Ayrica
testosteronun proliferatif etkisinin zamana bagli degisiminin arastirilmasi amaci ile 6,
12, 24 ve 48 saat sonunda 10® M testosteron eklenen hiicrelerin bdliinmeleri
karsilastirilmis, testosteronun etkisinin 24 saatte en yiiksek oldugu tespit edilmistir
[168].

2013 yilinda yapilan bir ¢caligsmada testosteronun insan viseral preadipositlerinin

boliinmelerine ve hiicre dongiisii genlerinin ekspresyonlarina etkisi arastirilmistir. Bu
calismada preadiposit kiiltiirine 100 nM testosteron ve kontrol olarak etanol
uygulanmistir. 3 giinliik inkiibasyon sonucunda testosteronun hiicre proliferasyonunu
artirdig tespit edilmistir [169].
Bizim ¢alismamizda, testosteronun normal saglikli kemik iligi hiicrelerinden elde edilen
mezenkimal kok hiicreler (StemPro® BM Mesenchymal Stem Cells) iizerine 10
M TP kullanildiginda proliferasyonu artirdigi, ancak doz artis1 devam ettikge
proliferasyonun bir miktar azaldigi saptanmistir. 0. saatte hiicrelerde ii¢ nesil tespit
edilirken, 24 saat sonunda 10® M TP uygulanan hiicrelerde 18 nesil tespit edilmistir. Bu
sayl1 107 ve 10° M i¢in 16, 10™ ve 10°M icin 15 nesildir.
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24 saat sonunda TP; 10'10, 10° ve 10% M konsantrasyonlarda canlilig1
artirmaktadir ve bu artis en fazla 10® M konsantrasyonda tespit edilmistir. 10 M
konsantrasyonun tizerinde TP, hiicre canliligin1 olumsuz etkilemektedir. 24. saatte, 0.
saate kiyasla 107" M TP uygulanan hiicrelerin canliliklarinda belirgin bir diigiis tespit
edilmistir. 10° M TP; canliligi, ¢oziicii olarak kullanilan asetona kiyasla daha fazla
azaltmigtir. Ancak ¢oziicli olarak kullanilan aseton tek basina nekroza neden olurken,
aym konsantrasyonda aseton, yiiksek dozda (10° M) TP ile birlikte kullamldiginda
apoptotik etki gostermektedir.

Kemik iliginden yapilan kiiltiir, ticiincii pasaja dek heterojen yapidadir. Ancak {igiincii
pasaj fitibariyle saf bir MKH Kkiiltiirinden bahsedilebilmektedir [1]. Ayrica yiizey
reseptorlerini  kaybetmeleri sebebiyle MKH’lerin pasaj sayilar1 smirhidir. Farkli
besiyerleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda gesitli besiyerleri ile daha ¢ok sayida
pasajlamanmn miimkiin oldugu belirtilmektedir. Ornegin, bazi calismalarda diisiik
glukoz seviyesine sahip besiyerlerinde MKH’lerin daha uzun siire 6zelliklerini
kaybetmeksizin pasajlanabildikleri tespit edilmistir [2-5]. Fakat standart kiiltiir
kosullarinda MKH’ler alt1 kez pasajlanabildikleri, daha sonra reseptorlerini kaybetmeye
basladiklar1 bilinmektedir. Yine pasaj sayisi ilerledikce MKH’lerin farklilagsma
yeteneklerini kaybettikleri, yapilan gesitli arastirmalarla gosterilmistir [170-173]. Sahip
olduklar1 bu Ozellikler, bu hiicrelerin in vitro ortamda kullanim sirelerini
smirlandirmaktadir.

Kiiltiir ortaminda c¢esitli hiicre tiplerinin biiylime hizlarin1 artirmak amaciyla,
kiltir ortammin standart bilesenlerine ek olarak hormonlar ve faktorler
kullanilmaktadir. Bu kullanima 6rnek olarak MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
insiilin kullanim1 [6], insan stromal hiicre kiiltiirinde FGF-2 kullanimi [7] ya da rat
pankreatik adacik kiiltiiriinde triiodotironin kullanim1 [8] verilebilir. Calismamizin
sonuclar1 insan Ki-MKH kiiltiirinde 10® M konsantrasyonda TP ilavesinin hiicre
canliligimi ve boliinmesini artirdigini, bu sayede daha az pasajlama ile daha fazla hiicre
elde etmenin miimkiin olacagini gdstermektedir. Bu sonuglara gére Ki-MKH
kiiltiirinde TP, bolinmeyi tesvik edici bir hiicre kiiltiirti besiyeri katkist olarak
kullanilabilir. Bu baslangi¢ calismasi bulgular1 1s18inda, ayni yontemler kullanilarak
calismanin ticari bir hiicre hattina ek olarak saglikli donorlerden alinan kemik iliginden
olusturulan primer hiicre kiiltiirli caligmalari ile desteklenmesi gerekmektedir.

Calismamizin bir diger amaci ise, testosteronun MKH kaynakli oldugu
diisiiniilen kronik hastaliklarim tedavisinde kullanilma potansiyelini arastirmaktir.
Multipl myeloma (MM), malign plazma hiicrelerinin kemik iligindeki klonal
proliferasyonu ile karakterize olan, non-Hodgkin lenfomadan sonra en yaygimn
hematolojik kanserdir. Immiin-diizenleyici ilag tabanli tedaviler ve proteaz
inhibitorlerindeki gelismelere karsmm MM giiniimiizde hala biiyiik 6lgiide tedavi
edilemez durumdadir. Yapilan ¢aligmalar, malign plazma hiicrelerinin kemik iligi
mikrogevresini sitokinler, biiylime faktorleri ve direkt hiicre-hiicre etkilesimleri ile
degistirdigini gostermektedir. Ayrica MM hastalarindan elde edilen MKH ve
osteoblastlarin fenotipik ve fonksiyonel olarak farkliliklar gosterdigini belirtilmektedir
[174]. In vitro ¢alismalar, saglikli insanlardan alinan MKH’ler ile kiyaslandiginda MM
hastalarindan alinan MKH’lerin osteojenik kapasitelerinde bozulma oldugunu isaret
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etmektedir [175-177]. Testosteronun kemik erimesini engelledigi, kemik olusumunu
destekledigi bilinmektedir [151, 152]. Calisjmamizdan elde ettigimiz sonuglara gore
belirli dozlarda TP, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu olumlu etkilemektedir. Fakat
MM gibi MKH’lerin osteojenik farklilasma kapasitelerinin olumsuz etkilendigi bir
hastalikta etkisinin tespiti i¢in hastalardan elde edilen Ki-MKH’lerin hiicre yiizey
belirtecleri ve testosteron reseptor sayilarinda meydana gelen degisimlerin her pasajda
Olgiilmesi, g¢aligmanin gen ekspresyon analizleri ile desteklenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada, testosteron propiyonatin MKH’ler iizerinde
proliferasyonu ve canliligi artiric etkisinin doz bagimli oldugu, bu 6zelligin hem MKH
kiiltiirlerinde, hem de Multipl Myeloma gibi kemik yapisinda degisiklikler ile seyreden
kronik hastaliklarin tedavisinde testosteron propiyonat kullanilabilmesi i¢in kanit
saglayan bulgular elde edilmistir. Bu ¢alismanin bilgileri 1s1ginda farkli hiicre dizinleri
ve primer hiicre kiiltiirlerinde benzer ¢alismalar yapilmasimi 6ngérmekteyiz.
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Ek 1: CFSE Akan Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri - 2
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Ek 1: CFSE Akan Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri - 3
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Ek 1: CFSE Akan Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri - 4
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Ek 1: CFSE Akan Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri — 5
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Ek 2: Annexin V-PI Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri — 1
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Ek 2:

Annexin V-PI Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri — 2
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Ek 2: Annexin V-PI Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri — 3
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Ek 2: Annexin V-PI Hiicre Olcer Grafikleri ve Verileri — 4
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Ek 3: Hiicre Yiizey Belirtecleri Akan Hiicre Olcer Analizinin Histogram Grafikleri
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