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OZET

URSODEOKSIKOLIK ASIDIN SIROLIMUSA MARUZ KALMIS YAG
DOKU KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE HATTI UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI

Mezenkimal kok hiicre (MKH) tedavileri giiniimiizde tibbin birgok alaninda deneysel
ve klinik olarak uygulamaya girmis onemli tedavi yontemleridir. Klinik vakalarda
organ nakli sonrasinda immunsupresif ilaglarin yaninda destek amagli olarak hastalara
MKH nakledilmesi gittik¢e yayginlagmaktadir. Yapilan bu ¢alismadaki amag¢ organ
nakillerinde immunsupresif amagla kullanilan Sirolimus’un, insan yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi ve antioksidan
ozelligi bilinen Ursodeoksikolik asitin (UDKA), bu toksisite iizerine etkilerinin

arastirilmasidir.

Insan yag doku kaynakli mezenkimal kék hiicre hatt: ticari olarak temin edilmistir.
Ozel besiyerleri iginde iiretilen insan mezenkimal kok hiicreleri yeterli saytya ulasana
kadar 37 ° C’de inkiibe edilmistir. Etken maddelerin sitotoksik etkileri WST-1 testi ile
zaman ve doz bagimh olarak degerlendirilmistir. Canlilik ve proliferasyon analizleri
i¢in 151k mikroskobu ve hiicre sayim cihazi, apoptoz ve hiicre siklusu degerlendirmeleri
icin ise Muse® hiicre analiz cihazi kullanilmistir. Biyokimyasal yontemlerle lipit
peroksidasyonu, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, katalaz (CAT) aktivitesi,
glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesi 6lglilmiistiir.

Gruplara uygulanan ajanlarin sitotoksik dozlar1 WST-1 testi ile bulunmustur.
Anneksin V ile apoptotik olmayan, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik
ve Olii hiicreler hem yiizde olarak hem de hiicre/ml olarak hesaplanmistir. Oksidatif
stresle olusan ve reaktif oksijen metabolitlerinin verdigi zarar1 belirlemek amaciyla

lipit peroksidasyonu, SOD aktivitesi, CAT aktivitesi, GPX aktivitesi 6l¢tilmiistir.

Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde Sirolimus ICso dozu (48. saat)
icin 15,85 uM olarak belirlenmistir. UDKA igin ise ¢alisilan dozlarda sitotoksik etki
gozlemlenmemistir. Bu yiizden en yiiksek sabit doz olan 100 uM ile calismaya devam

edilmistir. Muse® hiicre cihaz1 ile yapilan OSlgiimler ve yapilan hesaplamalar



dogrultusunda kontrol grubunda o6li hiicre %1.03, canli hiicre %98.97 olarak
hesaplanmistir. UDKA grubunda 6lii hiicreler %2.59, canli hiicreler %97.41 olarak
hesaplanmistir. Sirolimus grubunda erken apoptoz %7.69, ge¢ apoptoz %4.31, 6li
hiicre %8.10, canli hiicre %79.90 olarak hesaplanmistir. Sirolimus + UDKA kombine
grupta erken apoptoz orani %3.90, ge¢ apoptoz oran1 %1.34, 6lii hiicre %7.81, canli
hiicre %86.95 olarak Olgiilmiistiir. Hiicre siklusu analizinde kontrol ve UDKA
grubunda G2/ M fazlarinin yiizdeleri sirasiyla % 19.3 ve 18.9° dur. Sirolimus
uygulama grubunda G2/ M fazi yiizdesi 15.9 ’a diismiistiir. Biyokimyasal bulgular ise
MDA diizeylerinde UDKA-kombine grubu; GSH-Px diizeyleri agisindan Kontrol-
UDKA disindaki tiim ikili gruplar; CAT diizeyleri agisindan kontrol- UDKA; kontrol-
kombine; UDKA- Sirolimus ve UDKA- kombine gruplari; SOD diizeyleri agisindan
tiim gruplar arasi ikili farklarin tiimi istatistiksel olarak anlaml olarak saptanmistir

(p<0.001).

Calismada, Sirolimusun mezenkimal kok hiicrelerdeki apoptozu arttirmasi literatiirle
uyumlu bir sonuctur. UDKA’nin hiicre proliferasyonu diizenledigini gosteren
bulgularin varligi ve UDKA nin antiapoptotik etkileri bu ¢alismanin kombine grupta
UDKA’nin sirolimus etkisini baskilamastyla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Organ ve
doku nakilleri sonrasi immunsupresif tedavi ve yag doku kaynakli mezenkimal kok
hiicre uygulamasinda, UDKA kullanimi, mezenkimal kok hiicrelerin tizerinde pozitif

etkiler géstermistir.

Anahtar kelimeler: Sirolimus; Ursodeoksikolik asit; yag doku kaynakli mezenkimal
kok hiicre; Oksidatif stres



ABSTRACT

INVESTIGATION OF URSODEOXYCHOLIC ACID EFFECTS ON
SIROLIMUS TREATED AND ADIPOSE DERIVED MESENCYHMAL STEM
CELL LINE

Mesenchymal stem cell therapies are important therapeutic modalities that have been
applied experimentally and clinically in many fields of medicine today.
Transplantation of mesenchymal stem cells into patients for supportive purposes
besides immunosuppressive drugs is becoming common after organ transplantation in
clinical cases. The aim of this study is to investigate the cytotoxic effects of Sirolimus,
which is used for immunosuppressive purposes in organ transplants, on mesenchymal
stem cells derivating from human adipose tissue and to investigate the effects of
ursedeoxycholic acid (UDCA), which is known to have antioxidant properties, on this
cytotoxicity.

The human adipose tissue-derived mesenchymal stem cell line is commercially
available. Human mesenchymal stem cells produced in special media which were
incubated at 37 ° C until sufficient numbers were reached. The cytotoxic effects of the
active substances were assessed by time and dose-dependent WST-1 test. Light
microscopy and cell counting device were used for vitality and proliferation analyzes.
Muse was used for evaluation of apoptosis and cell cycle in cell analyzer. Lipid
peroxidation, superoxide dismutase (SOD) activity, catalase (CAT) activity,

glutathione peroxidase (GPX) activity were measured by biochemical methods.

Cytotoxic doses of the agents administered to the groups were found by the WST test.
Non-apoptotic, early apoptotic, late apoptotic, total apoptotic and dead cells were
calculated as both percent and cell/ml by Annexin V. Lipid peroxidation, SOD activity,
CAT activity, GPX activity were measured to determine the damage caused by

oxidative stress and reactive oxygen metabolites.

In human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells, Sirolimus ICso was
determined as 15.85 uM for dozen (48th hour). For UDCA, no cytotoxic effect was
observed at the doses studied. Therefore, the study continued with the highest fixed

dose of 100 uM. In the control group, according to the measurements made with



Muse® cell analyzer the calculations made, the dead cell was calculated as 1.03% and
the living cell as 98.97%. In the UDCA group, dead cells were calculated as 2.59%
and living cells as 97.41%. In the Sirolimus group, early apoptosis was calculated as
7.69%, late apoptosis as 4.31%, dead cell as 8.10% and live cell as 79.90%. In the
combined group of Sirolimus+ UDCA early apoptosis rate was 3.90%, late apoptosis
rate was 1.34%, dead cell was 7.81% and viable cell was 86.95%. In the cell cycle
analysis, the percentages of the G2/ M phases in the control and UDCA groups were
19.3% and 18.9%, respectively. The percentage of G2/ M phase in the Sirolimus
treatment group was reduced to 15.9. Biochemical findings were; MDA- combined
group; All binary groups except for Control- UDCA in terms of GSH-Px levels;
Control in terms of CAT levels- UDCA; control-combined; UDCA- Sirolimus and
UDCA- combined groups; SOD levels were statistically significant (p <0.001).

In the study, Sirolimus was found to be compatible with the literature in promoting
apoptosis in mesencymal stem cells. The presence of evidence that UDCA regulates
cell proliferation and the antiapoptotic effects of UDCA have been shown to be
consistent with suppressing the Sirolimus effect in the combined group. In
immunosuppressive treatment after organ and tissue transplantation and in adipose
tissue-derived mesenchymal stem cell application, the use of UDCA showed positive

effects on mesenchymal stem cells.

Key Words: Sirolimus; Ursodeoxycholic acid; oxidative stress; human adipose tissue-

derived mesenchymal stem cells
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GIRIS

Diinyada her y1l ¢ok sayida insan organ yetmezligi problemiyle kars1 karsiya kalmakta
ve organ nakline ihtiya¢ duymaktadir. Biiyilk umutlarla beklenilen organ nakilleri
sonrasinda her bireyin kendisine 6zgii bagisiklik sistemi ise agilmasi gereken en biiyiik
sorundur (Wong & Pagalilauan, 2015). Bagisiklik sistemi kendine ait olan ile olmayani
birbirinden ayirt etme, gerekli durumlarda ise savunma mekanizmasin1 harekete
gecirme iizerine kurulu essiz bir sistemdir. Kisinin kendi dokusu tekrar kendisine
nakledilirse (otolog) bagisiklik sistemi kendi doku ve hiicrelerini tanimakta ve bu
durum bagisiklik sistemi tarafindan bir sorun olusturmamaktadir. Fakat farkli
vericiden yapilan nakil islemlerinde (allojenik) alicinin bagisiklik sistemi yabanci
organlara karsi viicudu korumaya calisarak onu reddetmektedir (Watson & Dark,
2012).

Nakil isleminde alicinin kendine nakledilen organi yabanci saymasini 6dnlemek ve
alictda  grefte karst tolerans olusturmak amaciyla immunsupresif tedavi
uygulanmaktadir. Bu amagla immunsupresif ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlarin
sayist da giin gectikce artmakta ve gelismelerle daha etkili, daha giivenli ve daha
hedefe yonelik bir tedavi nakillerdeki basarilarin artisina katkida bulunmaktadir
(Halloran, 2004).

Immunsupresif ajanlardan bir tanesi de bu ¢aligmada kullanilan Sirolimus adli etken
maddedir. Ik kez 1975 yilinda Paskalya Adasi- Rapa Nui olarak bilinen Giiney
Pasifik’teki kiiciik bir adadan alinan toprak Orneginden izole edilmistir. Sirolimus
Streptomyces  hygroscopicus tarafindan {iretilen makrolid bir laktondur.
Immunsupresif etkisini immun yanit olusturmada kilit rol oynayan T hiicrelerinden
sentezlenen IL-2 (interlokin-2)’nin kendisini ¢ogalmak ftizere ko-stimule etmesini
bloke ederek gostermektedir. Bunu spesifik hiicre i¢i reseptorii olan FKBP12 ve
mTOR (Sirolimusun memelideki hedef proteini) proteinine baglanmasi sonucu
olusturdugu kompleks yapiyla, mTOR yolaginin diizenleyicisi olan raptor proteinin
mTOR’a baglanmasin1  Onleyerek, yani bu yolagmin isleyisine engel olarak

gerceklestirmektedir (Halloran, 2004, Tsang et al., 2007).

Immunsupresif ilaglarin yan etki profili arasgtirmacilarin yeni arayislara girmesine

sebep olmustur. Bu arastirmalarin odak noktalarindan biriside viicudumuzda bulunan



tiim hiicre, doku ve organlarin temelini olusturan, 6zellesmemis, ancak farkli hiicre
tiplerine doniigebilme yeteneginde olan, kendini yenileyebilen, rejeneratif tip ve doku
tamiri alaninda da sik¢a kullanilan kok hiicreler olmustur. Bu noktada MKH’lerin
diger kok hiicrelerden farkli olarak ¢ok sayida sitokin, kemokin, enzim ve ekstraseliiler
matriks proteini sentezleyerek bagisiklik sistemini diizenleyici etkiler gostermesi
dikkatleri ¢ekmistir (Murphy et al., 2013, Frenette et al., 2013, Ma et al. ,2014).
Klinikte organ nakilleri sonrasinda immunsupresyon amag¢la MKH kullanimi1 giindeme
gelmistir. Boylece immunsupresif olarak MKH’lerin ve immunsupresif ilaglarin
birlikte kullanildig1 yeni bir doneme girilmistir. Bu noktada netlestirilmesi gereken en
onemli unsur immunsupresif ajanlarla MKH’lerin birlikte kullanimlarmin kok hiicre

biyolojisi ve sitotoksik agidan etkilerinin ortaya konmasidir.

Ursodeoksikolik asit (UDKA) ilk kez Siyah Cin Ayist’'nin safra asitinin
kurutulmasiyla elde edilmis makrosiklik bir laktondur (Roma et al., 2011). Klinikte
karaciger, bobrek, safra tas1 eritilmesi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olan
bir ajandir. Bunun yani sira allojenik kok hiicre nakillerinde hepatik komplikasyonlari
onlemek amactyla da kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ise UDKA ’nin
anti-inflamatuar, immunmodiilator 6zellikte oldugunu ve in vitro ve in vivo ortamda
oksidatif strese kars1 direng kazandirdigin1 géstermistir (Lapenna et al., 2002). Yapilan
literatlir taramasinda mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisine yonelik bir

caligmaya rastlanmamastir.

Bu calismanin amaci; organ nakillerinde immunsupresif ajan olarak kullanilan
Sirolimusun insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicre hatti izerindeki etkilerini
ve antioksidan bir ajan olan UDKA ’nin Sirolimus nedenli toksisite iizerine kullanilma

potansiyelinin arastirilmasidir.



GENEL BIiLGILER

1.1 Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicreler genel olarak viicudumuzdaki tiim organ, doku ve hiicrelere kaynaklik
eden, heniiz farklilagmamis ancak farkli hiicre tiplerine doniisebilme yetkinligine sahip
(potensi), kendini yenileyebilen (mevcut kok hiicre havuzu yenilenmesi) ve klon
olusturma yetisinde (tek bir kok hiicreden fazla sayida yeni kok hiicrenin olusmasi)
olan hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Can, 2013, Weissman et al., 2001). Kok
hiicrelerin tanimindanda yola ¢ikarak baktigimizda fonksiyonel olarak farklilasmamus,

potansiyel olarak heterojen olan kok hiicreler temelde 3 6zellik ile tanimlanabilir.

Kendini yenileyebilme (Self-renewal): Kok hiicreler, 6zellesmeden c¢ogalarak
kendini yenileyebilme, gerektiginde ise organ ve dokulara 6zel Oncii hiicrelere
dontisebilme yetenegine sahiptirler. Boliinme sirasinda bir yandan oncii hiicreye
farklilasacak hiicreleri iiretirken diger yandan da kendi yedegini olusturmaktadirlar,
bu durum ‘asimetrik hiicre boliinmesi’ olarak tanimlanmaktadir. Bu 6zellik gelisim
siirecinde hiicrelerin yayilmasi, yetiskin dokularin korunmasi ve yaralanma sonrasi
iyilesme i¢in kok hiicrelerin sahip oldugu 6nemli bir 6zelliktir (He et al., 2009). Bazen
de boliinen hiicreler iki adet farklilagacak hiicreyi olusturabilecegi gibi iki adet kok
hiicreyi de meydana getirebilir ki buna ‘simetrik hiicre boliinmesi denir. Boylelikle
ozellikle doku islevinin harabiyeti gibi durumlarda kisa zamanda onarimi garanti altina
alinmis olur. Doku onarimi, doku hacminin genislemesi ve embriyonun gelisim siireci
gibi durumlarda yeni hiicre ihtiyacim1 karsilayabilmek icin simetrik bdoliinmede

gereklidir (Can, 2008).

Pluripotensi (Kokliiliik): Kok hiicrelerin diger hiicrelerden ayirt edilmesini saglayan
hiicresel ve molekiiler o6zelliklerini tanimlamak i¢in pluripotensi kavrami
kullanilmaktadir. Hiicrelerin ylizeyinde yer alan belirtecler veya hiicre- hiicre adezyon
molekiilleri kullanilarak kok hiicre tipi belirlenebilmektedir. Bu belirte¢lerden bir¢cogu
farklilasma kiimeleri (Clusters of differentiation, CD) olarak bir baglik altinda
toplanmistir. Ektoderm, endoderm ve mezoderm tabakalarma ve bu ii¢ germ
yapraginin tiirevlerine farklilasabilme kabiliyetine kokliiliik denir (Cavaleri & Scholer,

2009, Weissman, 2000).



Farkhlasma (Plastisite); Farklilasma islevsel olarak olgun bir hiicre olma yolunda
gecirilen biyokimyasal ve fenotipik olaylar biitiinii olarak tanimlanabilir. Bu siireg
hiicredeki sitoplazmik farkliliklar, asimetrik hiicre boliinmesi, hiicre dist matriks
proteinleri, kararlanma agamalari, histon ve gen metilasyonlari, epigenetik kontrol,

sinyal yolaklarinin karmasik iletisimleriyle ger¢ceklesmektedir (Tekeli, 2016).

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore totipotent, pluripotent, multipotent,
oligopotent ve unipotent olarak adlandirilir. Totipotent kok hiicreler teorik olarak bir
organizmay1 olusturma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Zigot ilk totipotent hiicredir. Bu
hiicreler; ekstraembriyonik yap1 olan gobek kordonu, amniyon kesesi, Wharton Jeli ve
plasentay1 olusturarak pluripotent, multipotent, unipotent &zellik gosterebilirler.
Pluripotent hiicreler ise tiim germ yapraklarina (endoderm, ektoderm, mezoderm) ait
dokular1 olusturabilme kapasitesine sahiptir (Eckfeldt et al., 2005). Pluripotent
hiicreler fetal veya yetigskin hiicre tiplerini olusturabilir fakat bir organizmayi
olusturabilme yetenegine sahip degildirler. Multipotent kok hiicrelerin farklilagmasi
ise daha siirh sayida olup insan viicudunda sadece birkag hiicre tiiriine doniisebilen
hiicrelerdir. Laboratuvar ortaminda gerekli kosullar ve sinyaller saglandiginda daha
fazla hiicre tliriine doniisebilmeleri miimkiindiir. Unipotent hiicreler ise gelismis bir

organizmada tek bir hiicre grubuna farklilagsma yetenegi olan hiicrelerdir (Can, 2013).

1.2 Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Literatiirde kok hiicrelerin ¢ok cesitli siniflandirmalart mevcuttur. Kok hiicreleri
organizmanin yasam siirecinde bulundugu déneme gore (embriyo, fetiis, yetiskin
olarak) siniflandirma daha genel bir siniflandirmadir. Buna goére; embriyonik kok
hiicreler (EKH); Blastokist asamasindaki embriyonun (4-5 giinliik) i¢ hiicre kitlesinde
yer alan, pluripotent karakterde yani gelisim sirasinda embriyoya ait 3 germ tabakasina
(endoderm, mezoderm, ektoderm) ve bu tabakalardan koken alan farkli hiicre tiplerine
dontigebilme yetkinliginde olan hiicrelerdir. EKH’ler uygun besi ortami ve kiiltiir
sartlar1 saglandiginda indiiklenerek farkli hiicre tiplerine doniisebilirler. Embriyonik
kok hiicrelerin tedavide kullaniminda en cezbedici nokta farklilasmasinin istenilen
yonde kontrol edilebilir olmasidir (Can, 2013). Ancak iilkemizde bir¢ok iilkede etik,

dinsel ve politik sorunlar nedeniyle EKH kullanimi sinirlandirilmistir (Ara, 2005).



Fetal kok hiicreler; Embriyo dis1 dokular olan plasenta, kordon kani, gébek kordon
stromasi, amniyon sivisi ve amniyon zarindan elde edilen hiicrelerdir. Fetal kok
hiicreleri, embriyo kok hiicreleri ve yetiskin kaynakli kok hiicreler arasinda ¢ogalma
ve farklilasma ozelligi gostermektedir (Can, 2013). Yiizey belirtegleri agisindan
bakildiginda ise bu hiicrelerin hem embriyo kok hiicreleri hem de yetiskin kok
hiicreleri ile benzer markirlara sahip oldugu ¢esitli caligmalarla ortaya konmustur
(Barcena et al., 2011). Bu hiicrelerin gebelik sirasinda veya dogumu takiben birkag
dakika icinde kolaylikla ve etik problemlere yol agmadan elde edilebilir olmasi,
arastirma ve hiicresel tedavide uygulanabilme acisindan avantaj saglamistir

(Karahuseyinoglu et al., 2007).

Yetiskin kok hiicreleri (YKH); Uzun siire kendisini yenileyebilme ve organizmanin
yasam siirecinde onarim kapasitesine sahip, eriskinde bagta kemik iligi olmak {izere
cesitli organlarda ve dokularda bulunan multipotent karakterdeki hiicrelerdir (Can,
2008). Hematopoietik dokulardan elde edilen YKH’ler hematopoietik kok hiicreler
(HKH) olarak adlandirilmakta iken, mezenkimal dokularda bulunan kok hiicreler ise
mezenkimal kok hiicreler (MKH) olarak adlandirilmaktadir. HKH’ler hematopoez
stirecinde rol alan, kemik iligi, periferik kan, kordon kani ve fetiisun karacigerinde ve
dalaginda bulunan hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler ise ¢esitli dokulardan izole
edilen kemik, kikirdak, yag, kas, astrosit ve noron hiicreleri gibi mezensim kokenli

hiicrelere farklilagabilen hiicrelerdir (Murphy, 2013).

1.2.1 Mezenkimal Kok Hiicreler

1.2.1.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tarihgesi

Alman patolog Cohnheim tarafindan 130 yil o6nce ilk kez kemik iliginde
hematopoietik olmayan kok hiicrelerin varligi ileri siiriilmistiir. Cohnheim’in
gozlemleri, bu hiicrelerin fibroblast-benzeri morfolojiye sahip oldugunu gostermis ve
kemik iliginin yara iyilesmesi siirecinde rol alan fibroblastlarin kaynagi olabilecegini
giindeme getirmistir (Chamberlain et al., 2007). 60’11 yillarin sonunda Friedenstein
ve arkadagslar: tarafindan kemik iliginden elde edilen fibroblast-benzeri hiicreler,
kiiltiir ortaminda ig-sekilli ve kolonijenik olmasi nedeniyle fibroblast kolonisi
olusturan birim (CFU-F) olarak tanimlanmistir. Bu hiicrelerin in vivo ve in vitro da

diger mezenkimal hiicrelere farklilasabildigi, plastik kiiltiir kabina yapistiklari



(Salem & Thiemermann, 2010) ve kiiltiir ortamina alinan bu hiicrelerin 2- 3 giin aktif
olmayip daha sonra hizla ¢ogalmaya basladigi rapor edilmistir (Chamberlain et al.,
2007). 90’11 yillarin basinda Arnold Caplan, bu hiicrelerin mezensim kokenli hiicre
tiplerine (adiposit, kondrosit, osteosit) doniisebilmesi sebebiyle, bu hiicreleri
tanimlamak i¢in ilk kez ‘Mezenkimal Kok Hiicre’ terimini kullanmistir (Caplan,

1991).

1.2.1.2 Mezenkimal Kok Hiicre Tanimi ve Kaynaklari

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), mezensim kaynakli dokularda bulunan, genis bir
cogalma potansiyeline ve farkli hiicre tiplerine doniisebilme yetkinligine sahip
multipotent progenitor hiicrelerdir (Bobis et al., 2006). MKH’ler, terapotik
potansiyellerinden dolay1 biyolojik ve klinik agidan arastirmacilarin ilgisini
cekmigtir. 2006 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi MKH

tanimlanmasinda standardizasyon saglamak amaciyla minimal kriterler belirlemistir.
Buna gore MKH’ler;

1. Standart kiiltiir kosullarinda plastik kiiltiir yiizeyine yapismalidirlar (adherasyon).

2. CD73, CD90 ve CDI105 yiizey belirteclerini yliksek diizeyde (>%95) ifade
ederken, CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19 ve HLA-DR gibi diger
hiicrelere ait olabilecek ylizey belirteglerini (<%?2) ifade etmemelidir.

3. Invitro ve in vivo kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine doniisebilmelidir

(Dominici et al., 2006).

En ¢ok aragtirilan ve klinik olarak kullanilan mezenkimal kok hiicre kaynagi kemik
iligi, yag doku ve kordon kanidir (Kim et al., 2013). Bu ¢alismada kullanilan yag doku
kaynakli mezenkimal kok hiicreler ise yag depolama yoluyla enerji metobolizmasinin
stirdiirebilirligini saglayan adipoz doku tiim memeli tiirlerinde embriyonik gelisim
evresinde mezoderm tabakasindan kokenlenmektedir (Can, 2013). Yag dokusunun
damarl bolgesinin stromasindan (stromal vascular fraction, SVF) yag hiicrelerinin
uzaklastirilmasiyla elde edilmektedirler. Yag dokusu kaynakli MKH’ler fibroblast
benzeri morfoloji godsterirler. In vitro ortamda sayilarmi iki katma ¢ikarma siireleri
kiiltiir ortamina ve pasaj sayilarina bagli olarak 2- 4 giin arasinda degismektedir. izole
edilen yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin c¢ogalabilme kapasiteleri

vericinin yasina, cinsiyetine, yag dokusunun alindig1 bolgeye, alinma sekline gore bile



farkliliklar gosterebilmektedir (Akgiin, 2016). Bol bulunmalari, izolasyonlarinin ve
kiiltiire edilmesinin yani ¢ogaltilmasinin kolay olusu ve mezodermden koken alan
diger doku tiplerine farklilagabilmeleri nedeniyle c¢esitli klinik uygulamalarda
kullanilabilmektedirler (Banas et al., 2007).

1.2.1.3 Mezenkimal Kok Hiicreler Tarafindan Salgilanan Faktorler

Kendini yenileyen, ¢cogalan ve farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline sahip
olan MKH'ler ¢esitli biiyliime faktorleri, sitokinler, kemokinler ve hiicre dig1 matriks
proteinlerini salgilamaktadir. Islevlerini yerine getirebilmek igin bu faktdrlerin
sentezlenmesine ve regiile edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yag doku kaynakli kok
hiicreler yiiksek oranda epidermal biiylime faktorii (EGF), vaskiiler endoteliyal
biiylime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF), keratinosit biiyiime
faktorii (KGF), platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), hepatosit biiyiime faktori
(HGF), dontistiiriicii biiytime faktorii beta (TGF-B), insiilin benzeri biiylime faktorii
(IGF) ve beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) salgilamaktadirlar. Ayn1 zamanda
FIt-3 (Fms benzeri tirozin kinaz 3) ligand, graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-
CSF), graniilosit/makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-CSF), interlokin-6 (IL-6),
interlokin-7 (IL-7), interlokin-8 (IL-8), interlokin-11 (IL-11), interlokin-12 (I1L-12),
16kemia inhibitor faktorii (LIF) ve tiimor nekrozis faktorii alfa (TNF-a) gibi sitokinleri

salgilarlar.

1.2.1.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immunmodiilator Etkileri

MKH’ler rejeneratif tip alaninda kullanilmasmin disinda immun sistem yanitini
diizenlemesiyle ve bagisiklik sistemi tarafindan taninmamasiyla transplantasyon
tibbinda da arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. MKH aracili immunsupresyon,
mezenkimal kok hiicrelerin immun hiicreler (T lenfositler, dogal dldiiriicii hiicreler-
NK, monosit, makrafajlar) tarafindan salgilanan proinflamatuar sitokin IFN,'nin yalniz
veya TNFa, IL-1a veya IL-1f ile birlikte 6n aktivasyonunu gerektirir (Ren et al.,
2008). Bunun sonucunda MKH’ler immunmodulatdr &zelliklerini salgiladiklar

¢oziinlir faktorler ile hedef hiicreleri indiikleyerek ya da inhibe ederek gosterirler.



Coziiniir faktorlerden biri indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)dir. Bu enzim triptofanin
kynurenine dontigiimiinii katalizler. Kynurenin lokal triptofanin tiikenmesine bu da
toksik yikim iirinlerinin birikmesine neden olur. Bunun sonucunda da T ve B

hiicrelerinin ¢ogalmasi engellenir (Frenette et al., 2013).

Bu siiregte rol alan ¢oziiniir faktdrlerden bazilari; uyarilan siklooksijenaz-2 (COX-2)
enzimi tarafindan sentezlenen prostoglandin E2 (PGE2), hepatosit biiylime faktori
(HGF), insan l6kosit antijeni-G (HLA-G), transforme edici biiyiime faktorii beta
(TGF- B) ve interlokin reseptor 10 (IL-10) dur (Wang et al., 2012).

MKH’ler indirekt olarak diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) in vivo g¢ogalmasini
indiikler. Bunu Fas-ligand/Fas aracili T hiicre apoptozu indiikleyerek makrofajlardan
sentezlenen TGF f ile yapar (Frenette et al.,2013). Uyarilan COX-2 enzimi tarafindan
sentezlenen PGE; ise makrofaj ve dendritik hiicrelere EP4R ve EP2R reseptorlerine
baglanarak etki eder. Boylece makrofajlar tarafindan IL-10 salinim1 indiiklenir bu da
notrofillerin dokuya infiltrasyonunu inhibe eder. Ayrica PGE2, NK hiicrelerinde
fonksiyonlarini inhibe eder (Frenette et al., 2013).

MKH’ler sentezledikleri bu ¢oziiniir faktorler {izerinden dogal ve adaptif
immunojenitede rol alan makrofaj, notrofiller, efektér T hiicreleri, regiilator T
hiicreleri, B hiicreleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler ve dendrtik hiicrelerin proliferasyon ve
tolerans mekanizmasina etki ederek immunsupresif ve anti-inflamatuvar 6zelliklerini

gosterirler (Salem & Thiemermann, 2010, Ghannam et al., 2010).

MKH’ler non-immunojeniktir yani; bu hiicrelerde CD40, CD80 ve CD86 gibi ko-
stimiilator molekiiller yoktur. Bu molekiillerin yoklugu T hiicrelerinin ikincil
sinyallere kars1 duyarsiz olmasini saglar. MKH’lerin ayrica MHC siif II antijeni
tasimadig1 (temel doku uyumlulugu kompleksi), MHC smif I antijenini de zayif
diizeyde eksprese ettigi bilinmektedir (Chamberlain et al., 2007). MKH’ler bu
ozellikleriyle immun rejeksiyondan kagabilirler ve in vivo kullanimlarinda doku

uyumu sart1 aranmaz.

1.2.1.5 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Terapotik Potansiyeli

Glniimiizde kok hiicreler deneysel ve klinik bilimlerde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. MKH’lerin farklilagma potansiyellerinin fazla olmasi, kararli

genetik yapilari, salgiladiklart ¢oziliniir faktorlerle ilgili dokulardaki hiicrelerin
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gelisimine ve fonksiyonuna stromal destek saglamasi, 6zellikle iskemik bdlgelerde
apoptozu engeleyen faktorler salgilamasi, hasarli hiicre ile flizyon yeteneginin olmast
(boylece hiicre yeniden fonksiyon kazanir), malign transformasyona doniisme
olasiliginin az olmasi, immunojenitesinin diisiik olmast (HLA doku uyumu sart
degil), immunmodulator 6zelligi, elde edilmesinin ve ¢ogaltilmasinin kismen kolay
olusu, kemokinler sayesinde enflamasyon bdlgelerine migrasyon yetenekleriyle
ulagabilmeleri hiicresel tedaviler icinde MKH’lerin diger kok hiicrelere gore 6n plana
¢ikmasini saglamis ve bir¢ok hastalikta klinik uygulama alani olusturmustur (Lee,

2008).

MKH’ler hem otolog hem de allojeneik olarak ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Lokal hasarlarin onarimi amaciyla bu hiicreler labarotuvar
ortaminda ¢ogaltilarak yeterli hiicre sayisina ulastirilmakta (1-2x10° /kg) ve eger
gerekliyse istenilen hiicre tipine farklilastirilarak hastalara verilmektedir. Klinik
uygulamalarda kullanim kolaylig1 ve daha etkili olmasi amaciyla MKH’ler ven
yoluyla (intravendz inflizyonla) hastalara verilmis, ancak sadece diisiik bir oraninin
hasarli bolgeye ulastigi, geri kalan kisminin ise hasarli bolgeye ulagsmadan apoptoza
ugradigr gozlemlenmistir. Dezavantajlarindan dolayt MKH’lerin yerel olarak
hastalara uygulanmasi da s6z konusu olmustur. Glinlimiizde her iki yontemle de

hastalara uygulanmaktadir (Kavanagh & Kalia, 2011).

MKH’ler kullanilarak yapilan ilk klinik denemeler hematoloji-onkoloji alaninda
gergeklestirilmistir. MKH’lerin kemik iliginden izole edilebilmesi ve hematopoez
stirecini desteklemesi bu hiicrelerin kemik iligi yapilanmasinda da etkili olabilecegini
diisiindiirmiistiir. [n vitro’da ¢ogaltilan kemik iligi kaynakli MKH’ler ve
hematopoetik kok hiicreleri otolog olarak gdgiis kanseri hastalarina kemik iligini
desteklemesi amaciyla verilmistir (Kog et al., 2000). Bu hiicrelerin kemik iliginin
yeniden sekillenmesinde etkili olmasi ve hematopoez siirecini hizlandirmasi

arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir.

Glinlimiizde MKH’ler immunsupresif olarak en c¢ok GVHH tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu hastalik kok hiicre veya kemik iligi naklinden sonra meydana
gelen, dondr T hiicrelerinin organ alicisinin hasta dokulara kars1t immun aracili
hasar vermesi ve agir inflamatuar olaylar serisine neden olmasiyla bilinen zor ve

6limciil bir komplikasyondur. Goriilme orani tedavi dozuna, HLA uyumuna, alicinin



yasina ve hastaligin evresine gore %20-70 arasinda degismektedir. MKH’lerin
immunsupresif, anti-inflamatuar etkileri ve doku uyumu (MHC) gozetmeksizin T
hiicre proliferasyonunu baskiliyor olmasindan dolayr GVHH tedavisinde alternatif
bir yaklasim olarak kullanilmistir (Kim et al., 2013, McGuirk & Weiss, 2011). Ilk
basarili tedavi Le Blanc ve ark. tarafindan yapilan haploidentik (kismi uyumlu) nakil
sonrasi steroide karsi direncgli akut GVHH (Gastrointestinal sistem tutulumu) gelisen
ALL tanili, 9 yas erkek olguda ex vivo olarak ¢ogaltilan MHK’lerin uygulanmasiyla
gergeklestirilmistir. Hastanin annesinin kemik iliginden alinan MKH’ler naklin 73.
giinii hastaya verilmis, semptomlarda hizli bir iyilesme gozlemlenmistir. Bir siire
sonra semptomlarin niiks etmesi {izerine hastaya tekrar MKH verilmis, bu sefer kalici
bir cevap elde etmislerdir. Bu klinik deneme MKH’lerin GVHH tedavisinde
kullanimini agisindan yapilan ¢aligmalar igin doniim noktasi olmustur (Ograczyk et

al., 2015).

Gliniimiiz itibariyle klinik olarak denenen 7163 kok hiicre caligsmasi vardir. Bu
calismalardan 944 tanesi mezenkimal kok hiicrelerle ilgilidir. MKH’ler kliniklerde
en ¢ok nakillerde kullanilmasinin yaninda miyokard enfarktiisii, osteogenez, beyin
yaralanmasi, osteoartirit, diyabet, Crohn hastaligi, GVHH, karaciger sirozu, multiple
skleroz, parkinson, kalitsal hastaliklar basta olmak tizere g¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Tekeli & Arisu et al., 2016).

1.3 Immunsupresyon

Organ ve doku nakli, baska bir tibbi ¢6ziim olmadig1 durumlarda saglikli durumuna
getiremeyecek bigimde hastalanmis bir organin, canli bir vericiden ya da kadavradan
alinan saglam bir doku veya organ ile degistirilmesi islemidir. Immun sistem kendine
ait olanla olmayani birbirinden ayirt etme ve yabanci-zararli olan her tiirli maddeye
kars1 gerekli mekanizmay1 gelistirerek tepki verme lizerine kurulu bir sistemdir
(Halloran, 2004). Kisinin kendi dokusu tekrar kendisine nakledilirse bagisiklik
sistemi kendi doku ve hiicrelerini tanimakta ve bu durum bagisiklik sistemi tarafindan
bir sorun olusturmamaktadir. Fakat farkli vericiden yapilan nakil islemlerinde
alicinin bagisiklik sistemi yabanci hiicre, doku ve organlara kars1 viicudu korumaya
calisarak onlar1 reddetmektedir. Nakledilen hiicre/doku/organin zarar goérmesine
neden olan bir dizi olaya sebebiyet veren bu duruma hiicre/doku/organ reddi

denilmektedir (Watson & Dark, 2012). Organ nakillerinde karsilagilan en biiyiik
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engel doku reddidir ve bu engelin asilmasi organ nakillerindeki basari oraninin
artmasinda Onemli bir unsurdur. Normalde antijen sunucu hiicreler (ASH)
organizmanin yapisina yabanci olan bir maddeyle (antijenle) karsilastiginda onu T
hiicrelerine sunar. Antijen sunucu hiicrenin MHC reseptorii ile T hiicrelerinin T-
hiicre reseptorii (THR) etkilesime girerek sinyal 1’1 olusturur. Daha sonra ASH'lerin
yiizeyinde bulunan CD80 ve CDS86 reseptorleri, T hiicreleri iizerindeki CD28
reseptori ile etkilesime girerek sinyal 2'yi olusturur. Bu 2 sinyalle birlikte aktive olan
T hiicresinde ¢ sinyal-iletim yolunu aktive olur; kalsiyum-kalsineurin yolag,
mitojenle aktive protein (MAP) kinaz yolag1 ve protein kinaz C-niikleer faktor kB
(NK-kB) yolagini aktive eder. Buna bagli olarak CD 154 reseptoriiniin, interlokin 2
reseptoriiniin bir zincirinin (CD 25) ve interlokin-2 ifadesi gerceklesir. Sinyal 3’te
salinan IL-2 ve IL-15 hiicre dongiisiinii baslatici sinyal 3'ii fosfoinositid-3-kinaz (PI-
3K) yolagimi ve mTOR (molekiiler hedefi rapamisin olan yolak) yolagini harekete
gecirir. Bununla birlikte T hiicresi ihtiyaca gore ¢ogalma, farklilasma ve antikor

tiretme asamalari siirecine girer (Halloran, 2004).

Transplantasyon isleminde ise alicinin kendine nakledilen dokularin reddini 6nlemek
ve alicida grefte karsi tolerans olusturmak amaciyla immunsupresif tedavi
uygulanmaktadir. Immunsupresyon ile antijen tanmarak, red olaymnin olusmasinda
kilit pozisyonda bulunan T hiicrelerinin antijeni tanimasi, cogalmasi, farklilagsmasi ve
antikor yapimi islevi baskilanmaktadir (Taylor et al., 2005). Etkili bir

immunsupresyon basarili bir organ nakli i¢in son derece dnemlidir.

1.3.1 immunsupresif Ajanlar

Grefte karsi1 tolerans olusturan, red olaymin ger¢eklesmesini onleyen her tiir madde
immunsupresif olarak adlandirilmaktadir. Immunsupresif kullanimima bagl olarak
nakil sonras1 gerceklesen morbitide ve mortalite, infeksiyon ve rejeksiyonlara bagh
olarak gergeklesen oOliimlerin sayisinda 6nemli bir azalma olmustur (Kansu, 2002).
Immunsupresif ajanlardaki gelismelerle birlikte daha ok hedefe yonelik bir tedaviye
olanak saglanmistir (Rathee et al., 2013). Immunsupresif ilaclar allogrefte kars1 olusan
immunregiilator sistemin degisik basamaklarini hedef almaktadirlar. Etkilerini antijen

sunucu hiicrelerin T hiicrelerine antijen sunumunu yaptig1 basamagi, T hiicre
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aktivasyonu lizerinden inhibe ederek, sitokin sentezini inhibe ederek veya hiicre

¢ogalmasini inhibe ederek gosterirler (Taylor et al., 2005).

1.3.1.1. Sirolimus Ve Etki Mekanizmasi

Sirolimus (Rapamisin) 1970’1 yillarda pasifikte bir ada olan Paskalya adasi1 yada
diger ismi ile Rapa Nui’ye ait toprak Orneginden izole edilmis, Streptomyces

hygroscopicus tarafindan tiretilen makrolid bir laktondur (Taylor et al., 2005).

Sirolimus bir antifungal madde olarak gelistirilmis, kesfinden sonraki 20 yil boyunca
yalnizca bir diizine kadar yayin ¢ikmistir. 1990'l yillarin baglarinda Sirolimusun etki
mekanizmasinin ve ila¢ hedefinin tespiti ile ilgili olarak ¢aligmalar giindeme tekrar
gelmistir. 1997 yilinda bobrek transplantasyonunda organ reddini dnleyen bir ilag
olarak kullanilmak {izere FDA tarafindan onaylanmistir (Tsang et al., 2007). 21.
yiizyilin baslarinda tekrar sirolimusa olan ilgi artmis ve yapilan son caligsmalar
sirolimusun memelilerdeki hedefi olan yolagin (mTOR yolagi) molekiiler yapisi
hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Daha da 6nemlisi, birgok hastaligin altinda yatan
temel stiregte mTOR yolaginin rolii oldugu kesfedilmis ve teyit edilmistir. Sirolimusun
memelilerdeki hedef proteini ‘mTOR’ hiicresel ve organizma biiylimesinde merkezi
denetleyicidir; besin ve hormonal sinyalleri biitiinlestirmekte ve cesitli hiicresel
islemleri diizenlemektedir (Tsang et al, 2007). mTOR, 289 kDA agirliginda dkaryotik
organizmalarda iyi korunmus, fosfatidilinositol 3-kinaz- iliskili bir kinazdir. Kabaca
raptor ve gbl proteinleriyle birlikte is gormektedir. Yapilan ¢caligmalar raptor proteinin
yoklugunda T hiicresinin kithiga girdigini diisiinerek boliinme ve biiyiimeyi
durdurdugunu, gpl proteinin yoklugunda ise nutrient miktarina duyarsizlasarak

anormal tipte hiicre olusumuna sebep oldugunu gostermistir.

Organ nakillerinden sonra immunsupresif etki nedeniyle kullanilan sirolimus 6ncelikle
spesifik olarak 12 kDa agirhigindaki FKBP proteinine (FKBP12) baglanarak bir
kompleks yap1 olusturur. Bu kompleks mTOR’da bulunan TOR proteinin FRB
bolgesine baglanarak, raptorun mTOR’a baglanmasini engeller, boylece mTOR’un
fonksiyonlarini ve mTOR'a bagli diger yolaklar1 inhibe eder (raptor; mTOR yolaginin
isleyisindeki diizenleyici bir proteindir). En net etkisi hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in

gerekli olan siklin-cdk kompleksinin olugmasim1  engelleyerek T hiicre
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aktivasyonundan sonra efektor hiicre olarak fonksiyon gdérmelerini inhibe etmesidir.

Boylece red olaymin ger¢eklesmesini engellenir (Tsang et al., 2007).

Sirolimusun immunsiipresif 6zelligi disinda antifungal, antitiimor, antineoplastik ve
antiproliferatif ozellikleri bilinmektedir (Sehgal, 2003). Organ nakilleri sirasinda
immun sistemin baskilaniyor olusu kisiyi kansere agik hale getirdigi icin antitimor
0zelligi bilinen Sirolimusun immunsupresif amacli kullanimi avantaj olusturmaktadir.
Uzun yar1 6mre sahip olan Sirolimus, gastrointestinal sistem tarafindan emilmekte ve
1, 2 saat igerisinde tepe yogunluguna ulagsmaktadir. Takrolimus ile kombinasyonu
organ nakillerinden sonra sik¢a kullanilmaktadir (Cutler & Antin, 2004). Son organ
toksisitesi yapmayan bir ila¢ olmasimma ragmen, hiicresel bazda toksik etkisininde
oldugunu gosteren bazi ¢aligmalar mevcuttur (Hoogduijn et al., 2008, Buron et al.,
2009). Ancak, bu verilerin yetersiz sayisa olusu nedeniyle, kesin bir kaniya varmak

zor olmaktadir.

1.4 Ursodeoksikolik asit (UDKA) ve Hiicresel Tedavideki Yeri

UDKA; ilk kez siyah Cin Ayisi’min safra asidinin kurutulmasiyla elde edilmis
hidrofilik bir safra asitidir. insanda primer safra asitlerinden biri olan kenodeoksikolik
asitin (KDKA) bakteriyel oksidasyonu sonucu olusan 7-ketolitokolik asitten
karacigerde sentezlenmektedir. UDKA ’nin kimyasal formiilii 3 a, 7  -dihidroksi-5
-cholan-kolanoik asittir (Lazaridis et al., 2001). Viicuttaki tiim safra asitlerinin
yalmzca %3-5’1ik kismuni olusturmaktadirlar. Kendisinden daha hidrofobik olan
KDKA’dan yalnizca bir hidroksil grubunun farkli diizlemde yerlesimiyle farklilik
gosterir. KDKA’te 7a hidroksilasyon varken, UDKA’da 7B hidroksilasyon vardir.
Viicutta, glisin ve taurin ile konjuge halde bulunmaktadir (Lazaridis et al., 2001,
Ikegami & Matsuzaki, 2008). Yapilan hiicresel ¢aligmalar UDK A nin lipit bilesimini
degistirerek hepatosit hiicre membranini stabilize ettigi, karacigerden safra liretimini
ve atiliminit hizlandirarak hidrofobik safra asitlerini dengeleyip koleratik etki
sagladigi, mitokondriyal depolarizasyonu dnleyerek ve reaktif O iiretimini azaltarak
hiicreleri korudugu, sitokrom c salinimint modiile edip apoptozu azaltarak anti-
apoptotik etkiye sahip oldugu, hiicre sinyalizasyonunda, anti-inflamatuar ve
detoksifiye edici etkilere sahip oldugunu gostermis (Ikegami & Matsuzaki, 2008).
Tiim bunlarin yaninda yapilan bazi caligmalar UDKA kullaniminin 6dem ve

malondialdehit (MDA) seviyesini azaltirken, total antioksidatif kapasiteyi (T-AOK),
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stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidaz (Gpx), glutatyon-s-transferaz (GST), indirgenmis glutatyon (GSH) ve total
siilfirit seviyelerinde artisa sebep oldugu gozlemlenmistir. Bu belirtecler UDKA nin
direkt ve indirekt olarak antioksidan 6zellik tasidigini gostermektedir (Lapenna at al.,
2002, Akdemir et al., 2015, Qi et al., 2012). UDKA’nin daha hidrofilik ve yiiksek
polariteye sahip olmasindan dolayr migel olusturma potansiyelinin diisiik olusu
toksisitesinin digerlerine gbre az olmasina neden olmakta, bu durumda UDKA’nin
tedavide kullaniminin 6n plana ¢ikmasma neden olmaktadir (Roma et al., 2011).
Gilintimiizde UDKA kolestatik karaciger hastaliklarinda, kistik fibroziste, sirozda,
kolon kanseri ve diger kanser c¢alismalarinda, akut viral hepatitlerde, kronik
hepatitlerde, alkolik karaciger hastaliginda, safra tasi eritilmesinde, gebeligin
intrahepatik kolestazinda ve hepatit c’li hastalarda yiikselmis alanin-amino-transferaz
(ALT) seviyesini digiiriilmesinde kullanilmaktadir (Ikegami & Matsuzaki, 2008).
Ayrica allojenik olarak gerceklestirilen kok hiicre nakillerinde siklikla gelisen
karaciger komplikasyonlarin1 6nlemek amaciyla da UDKA kullanimi s6z konusudur.
Yapilan ¢aligmalarin uzun dénem sonuclart UDKA kullanilan gruplarin sagkalim
oranlarinin yiiksek, akut/kronik/karaciger/bagirsak GVHH gelisme oraninin azaldig
rapor edilmistir (Ruutu et al., 2002, Ruutu et al., 2014, Wang et al., 2014). Literatiirde
yapilan kapsamli bir tarama sonucunda MKH’ler {izerindeki etkisine yonelik bir

calismaya rastlanilmamistir.
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GEREC VE YONTEM

2.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltiiri; ticari olarak elde edilebilir olusu, etik sorun olusturmamasi, in vitro da
gerekli kosullar saglandiginda g¢ogalabilmesi, donmus stoklar halinde bir siire
depolanabilir olmasi, ¢ozme islemiyle tekrar kullanilabilir olmasi, ortamin kontrol
altinda tutulabiliyor olusu, hiicreler {izerindeki etkilerin dogrudan gézlemlenebilmesi
gibi avantajlara sahiptir. Bunun yaninda devam eden bir hiicre kiiltiiriinde pasaj
ilerledikge hiicre tipi degismeyeceginden homojenlik saglanmis olur yani in vitro da
In Vivo ya en yakin ortam saglanir. Bu gibi avantajlart nedeniyle ¢alisma kapsaminda
test edilecek maddelerin in vitro ortamda ¢alisilmasina karar verilmistir. Bu amagcla
insan adipoz doku kaynakli MKH hatt1 (Millipore Cat.No: SCR038) ticari olarak temin

edilmistir.

2.1.1. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasatilmasi i¢in gereken maddeleri igceren besiyeri Human
Mesenchymal-LS Expansion Medium Kit (Millipore Cat.No: SCM023) ticari olarak
temin edilmistir. Antibiyotik (%1 penisilin/streptomisin Gibco Cat.No 15140-122) ile
desteklenen ortam bazal besiyeri (480 mL) ve rhFGF-b (0,5 mL, 5ng/mL), Askorbic
Acid (0,5 mL, 50 pg/mL), L-Glutamin (18,75mL, 7,5mM), Hidrokortizon
Hemisukkinat (0,5 mL, 1,0 ug/mL), Insiilin (0,5 mL, 5 pg/mL) ve FBS (10 mL, %2)
suplementlerini icermektedir. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesinden sonraki uyum saglama
stirecinde bu besiyeri kullanilmis olup, diger asamalarda ise %1 penisilin/streptomisin,
%1 L-glutamin, %3 FBS (Cat.No 10270-106) iceren RPMI 1640 medyumu (Cat.No:
21875-091) kullanilmustir.
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Sekil 1. MKH hiicrelerinin kiiltiire edilmesinde kullanilan kimyasallar.

Hiicreler yatay konumdaki 75 cm?lik filtreli kapakli flasklar (Corning Cat.No:
430639) igerisinde kiiltiir edilmistir. Yapilacak ¢aligmalarin gerektirdigi dogrultuda,
hiicreler yeterli sayiya ulasana kadar gecen siiregte %95 nem ve %5 CO:2 igeren
etiivde (Thermo Electron Corporation’s Class 100) 37°C’de inkiibe edilmistir. Thtiya¢
fazlas1 hiicreler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere dondurulup, -86°C’de
saklanmiglardir. Hiicrelerin canlilik ve proliferasyonlarini gézlemlemek amaciyla
151k mikroskobu (Olympus-CH30) ve Arthur™ (Nanotek) kullanilmistir. Hiicrelerin
ortam degisimi, pasajlama, dondurma ve ¢ozdiirme ve yapilacak analizler i¢in
stirdiiriilmesi islemleri 30 dk. ultraviyole ile sterilize edilen laminar hava akiml

kabinde (ESCO Class II, Biological Safety Cabinets) gergeklestirilmistir.
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2.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi

Ticari olarak temin edilen ve siv1 azot igersinde elimize ulastirilan hiicrelerin deneyde
kullanilabilir hale gelmesi i¢in hiicrelere ¢6zme islemi uygulanmistir. Cézme islemi
hazirlik asamasinda hiicrelerin bulundugu kriyotiip daha 6nce 37°C dereceye 1sitilmig
sicak su banyosunda hafiff¢e ¢ozdiriilmiis ve kullanilacak olan taze besiyeri de 37°C
dereceye 1sitilmistir. Isitilan besiyerinden 15 ml’lik santrifiij tlipline taze besiyeri
eklenmistir. Otomatik pipet araciligiyla taze besiyerinin 1 ml’si alinip, yavas bir
sekilde damla damla kriyotiipe eklenerek hiicrelerin yavas bir sekilde ¢oziilmesi
saglanmistir. Daha sonra hiicrelerin tamami i¢inde 14 ml taze besiyeri kalan santrifiij
tiipline alinarak 1200 rpm’de 5 dk. santrifiij cihazinda (Thermo Scientific Heraeus
Labofuge 400) santrifiijlenmistir.  Santrifiij islemi sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak, pellet tizerine taze besiyeri damla damla birakilmistir. Bunu takiben
pipetaj islemiyle pellet siispanse edilmistir. Ayni sartlarda bir santifriij islemi daha
gerceklestirildikten sonra supernatant uzaklastirilip pellet siispanse edilmis ve

lizerine taze besiyeri eklenen hiicreler flasklara ekilmistir.

Sekil 2. 75 cm? lik flasklara ekilen insan yag doku kaynakli MKH
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2.1.3. Hiicre Canlili@inin Hesaplanmasi

Calismada hiicreler ¢oziildiikten sonra ya da hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda total
hiicre, canl1 ve 6lii hiicre sayisina/yiizdesine ulasmak i¢in Arthur™ (Nanotek) cihazi
kullanilmistir. Bu amagla hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak ve igerisine 1 pl
Propidyum iyodiir (PI) boyast konulmus ve pipetaji yapilmistir. 15 dk karanlikta
inkiibe edildikten sonra ig¢erisinden 25 pl alinarak cihazin 6zel lamina pipetlenmis ve
cihaza okutturulmustur. Arthur™ cihaz1 3 ayr1 kanala (parlak zemin, kirmizi ve yesil
floresan) sahip olup, bu cihaz sayesinde kisa bir siirede hiicre sayimi, canliligi,
Anneksin V apoptoz ve hiicre dongiisii analizleri yapilabilmekte ve sonug grafigi elde
edilebilmektedir. Calisma sirasinda yine ayni amagla Tripan mavisi (Biological
industries Cat.N0:03-102-1B) ile boyanarak hiicrelerin canlilik yiizdesi kontrol
edilmistir. Tripan mavisi ad1 verilen boya negatif yiiklii bir boyadir. Eger hiicre canli
ise, boyanin hiicre i¢ine girmesine izin vermeyeceginden hiicreler seffaf renkte
goriiniirken canli olmayan hiicreler boyay1 absorbe ederek mikroskop altinda mavi
renkte gortliirler. Canlilik testi i¢in 50 pl hiicre ve 50 pl tripan mavisi boyasi
karigtirilarak Neubauer lamina aktarilmistir. Neubauer lamina 1sik mikroskobu
altinda bakilarak 4x4’liik karelerden olusan 4 adet alanda bulunan hiicreler sayilmis
ve ortalamalar1 hesaplanmistir. Hiicrelerin canlilik yiizdelerini bulmak ig¢in canlt
hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanmigstir. Canli hiicre sayisini diliisyon

faktorii ve 2x10*ile garparak milimetredeki canli hiicre sayis1 hesaplanmustir.

Sekil 3. ArthurTM Cihazinin dis gériintimii.
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2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlanma islemine gec¢ilmeden Once hiicreler 1x PBS eklenerek yikanmis ve daha
sonra PBS uzaklastirilmigtir. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla % 0.25°lik
tripsin-EDTA (Sigma, Trypsin EDTA Solution, Cat. No: T4049) hiicre yiizeyini
kaplayacak sekilde flaska eklenmis (3- 4 ml) ve 4 dakika inkiibatdrde bekletilmistir.
Hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra tripsini notrlestirmek amaciyla hizli bir sekilde
tizerine serumlu besiyeri eklenmis ve santrifiij tliplerine aliarak 1200 rpm’de 5
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda silipernatant uzaklastirilmis, hiicre
pelleti taze besiyeri ile silispanse edilmistir. Daha sonra hiicre saymm
gerceklestirilmis, hiicreler sayilarina bagli olarak uygun sayidaki flasklara
ekilmislerdir. Hiicreler cogalma hizlarina bagl olarak milimetredeki sayilari 10°- 10°
araliginda kalacak sekilde pasajlanmis ayrica 2 giinde bir diizenli olarak ortam

degisimleri yapilmistir.

Sekil 4. Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin iigiincii pasajdaki
mikroskopik gorinimii.
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2.1.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Deneylerde kullanilmayacak olan fazla hiicreler, daha sonraki donemlerde yaglanma
etkisinden korunmasi i¢in dondurularak muhafaza edilmislerdir. Bu amacla
dondurulacak hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerinde 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmislerdir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre
pelleti tekrar siispanse edilmistir. Hiicreler buz iizerinde hazirlanan 1:9 oraninda
(%10) DMSO (Dimetil siilfoksit) (Amresco Cat.No: N182), (%90) FBS (Fetal
Bovine Serum) (Gibco Cat.No: 10270-106) igeren karisim ile birlikte kriyotiiplere
aktarilarak -86°C’ye kaldirilmiglardir.

2.2. Etken Maddenin Kullanima Hazirlanmasi

Bu caligma kapsaminda kullanilacak olan Sirolimus (Rapamycin from Streptomyces
hygroscopicus >95% (HPLC)), Sigma (Cat No: R0395-1MG)’dan temin edilmistir.
Molekiiler agirligi 914.17g/mol olan Sirolimus son konsantrasyonu 25 mM olacak
sekilde 43.7 ul DMSO i¢inde ¢oziilmiistiir. Deneylerde kullanilacak diger bir etken
madde olan UDKA (Ursodeoxycholic acid >99%), Sigma (Cat No: U5127- 1G)’dan
temin edilmistir. UDKA’nin molekiiler agirligi 392.57 g/mol’diir ve 1 mg’1
kullanilarak son konsantrasyonu 25 mM olacak sekilde 102 pl etanol (EtOH)
igersinde ¢oziilmiistliir. Kullanima hazir hale gelen etken maddelerin ¢6zeltisi insan
yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere 1 nM ile 100 uM araliginda

uygulanmigtir.

2.3. Sitotoksisite Testleri

Hiicre proliferasyonu, canlilig1 ve sitotoksisitesini 6lgmek amaciyla yapilan WST-1
(suda c¢Oziinebilir tetrazolium tuzu) testinin g¢alisma prensibi temel olarak;
proliferasyona ugrayan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrojenaz enzim
aktivitesinin artmasi ile tetrazolyumu kullanarak formazan boya iiretmesi sonucu

goriilen renk degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre
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(4250 ve 620 nm) ile olgiilmesine dayalidir. Olgiilen absorbans degeri ne kadar
yiiksek ise canli hiicre sayist da o kadar yiiksek olur. Hiicresel enzimler tetrazolium
tuzlarmi pargalar, bunun sonucunda soluk sar1 renkli WST-1 boyas1 koyu mavi-mor
formazan Uriiniine doniismektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu

bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.

Calisma kapsaminda ilk olarak doksanaltr kuyucuklu plaklara 1 ml’de 5x10* hiicre
olacak sekilde 60 kuyucuga 100 ul hiicre ekilip, lizerine 100 pl besiyeri ilave
edilmistir. Ekilen hiicreler 37°C, % 5 COz igeren etiivde 1 giin inkiibe edildikten sonra
besi yerleri ¢ekilmistir. Daha sonra sirolimus ve UDKA etken maddeleri 1 nM ile
100 uM doz araliginda her kuyucukta son hacim 100 pl olacak sekilde besiyeriyle
birlikte hiicreler ilizerine eklenmistir. Etken maddelerin uygulanmadigi son yatay
siradaki hiicre grubu kontrol grubu olarak alinmistir. Etken maddelerin hiicrelere
eklendikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerinde her bir kuyucuga 10 pl WST-1
soliisyonu (Roche Cat.No: 11644807001) eklenerek 15 dakikada bir Multiskan FC
(Thermo) mikroplak okuyucusu kullanilarak formazan boya olusumu fotometrik
olarak ol¢tilmustiir. Sirolimus ve UDKA etken maddelerinin insan yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicreler tizerindeki ICso degeri CalcuSyn 2.0 (Biosoft) yazilimi

kullanilarak hesaplanmustir.

s A: 100 uM
O Sirolimus K
B: 10 uM

CipM

D: 100 nM

E: 50 nM

F:10nM

G:1nM

H: Kontrol

Sekil 5.Wst-1 testi plak plani
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2.4. Kombinasyon Gruplarinin Olusturulmasi

Sirolimus ve UDKA etken maddelerinin kombinasyonlarinin olas1 sinerjistik, additif,
ndtral veya antagonistik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla doksanalti kuyucuklu
plaklara 1 ml’de 5x10* hiicre olacak sekilde her kuyucuga 100 pl hiicre 100 pl
besiyeri hacminde ekim yapilmistir. Ekilen hiicreler 37°C, % 5 CO: igeren etiivde 1
giin inkiibe edildikten sonra besiyerleri ¢ekilmis, yerine taze besiyeri iceren Sirolimus
ve UDKA etken maddeleri ICso dozlar1 dikkate alinarak farkli dozlarda her kuyucukta
son hacim 100 ul olacak sekilde hiicreler tizerine eklenmistir. Etken maddelerin
uygulanmadigi son yatay siradaki hiicre grubu kontrol grubu olarak alinmistir. Etken
maddelerin hiicrelere eklendikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerinde her bir kuyucuga
10 ul WST-1 soliisyonu eklenerek 15 dakikada bir Multiskan FC (Thermo) mikroplak

okuyucusu kullanilarak formazan boya olusumu fotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 6. Kombinasyon grubunun olusturulma plani.

Sirolimus igin; UDKA igin; Kombinasyon icin;
A: 100 uMm A: 100 uM A: R100 uM + U100 uM
B: 75 uM F: Ortam B:R75uM + U 100 puM
C: 50 uM C:R50 uM + U 100 pM
D: 25 uM D: R 25 uM + U 100 uM
E: 10 uM E:R10 uM + U 100 uM

F: DMSO F: EtOH



2.5. Annexin V Yontemi ile Apoptotik Hiicre Analizi

Apoptoz analizi, ticari firmadan temin edilen MuseTM Annexin V & Dead Cell Kit
(Millipore, Cat. No: MCH100105) kullanilarak Muse® Cell Analyzer ile yapilmistir.
Anneksin V hiicrenin dig ylizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir
proteindir ve floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicreyi goriinebilir hale
getirmektedir. Normalde canli hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiizeyinde
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerde bu molekiiller hiicre zarinin
dis yiizeyine transloke olmaktadir. Bu traslokasyon hiicre 6liimiiniin erken evrelerinde

gerceklesmektedir.

Yapilan ¢alismada apoptoz analizi icin 6’11 plaga ve 1 tane 25°lik flaska 1 m1’de 1x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat sonra ekim yapilan hiicrelere WST-1
tesinde bulunan 1Cso dozunda Sirolimus ve en yiiksek doz olan 100 uM UDKA etken
maddeleri ve bunlarin kombinasyonlar1 uygulanmistir. 25°lik flaskin sadece besiyeri
degistirilmistir. Madde uygulanmasi isleminden sonra hiicreler 37°C, %5 COzigeren

etlivde 96 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 7. Apoptoz analizi i¢in deney gruplarinin plaktaki yerlesimi.
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2.6. Hiicre Dongiisiiniin Belirlenmesi

Hiicre dongiisii analizleri, ticari firmadan temin edilen Muse™ Cell Cycle kit
(Millipore, Cat. No: MCH100106) kullanilarak Muse® Cell Analyzer ile yapilmustir.
Hiicre dongiisii kiti propidium (PI) ve RNAse A igeren bir soliisyon igermektedir.
Her bir hiicre dongiisii fazindaki hiicrelerin 6lgiilmesi i¢in PI baglanmasi dikkate
alinir. Normalde dinlenme halindeki hiicreler (GO/G1) her bir kromozomunun iki
kopyasini icermektedir. Hiicreler boliinmeye basladiginda, hiicreler kromozomal
DNA sentezlerler (S fazi). Kit iceriginde bulunan PI floresans yogunlugu tiim
kromozomal DNA ikiye katlandiginda artar (G2/M). Bu asamada G2/M hiicreler
ikiye boliiniir, PI floresans yogunlugu ise GO/G1’in yaklasik iki katina ¢ikar.

Hiicre dongiisiinii belirlemek amaciyla tipk1 apoptoz analizinde oldugu gibi 6’11 plaga
ve 1 tane 25°1ik flaska 1 ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat
sonra ekim yapilan hiicrelere WST-1 tesinde bulunan ICso dozunda sirolimus ve en
yiiksek doz olan 100 uM UDKA etken maddeleri ve bunlarin kombinasyonlari
uygulanmistir. 25°1ik flaskin sadece besiyeri degistirilmistir. Madde uygulanmasi
isleminden sonra hiicreler 37°C, %5 CO: igeren etiivde 96 saatlik inkiibasyona

birakilmustir.

Sekil 8. Hiicre dongiisiiniin tayini i¢in olusturulan flask.
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96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre dongiisii analizinde kullanilmak {izere her
bir kuyucuktaki supernatant pipet yardimiyla ayr1 ayri 15°lik falkon tiiplerine
aktarilmistir. Once her kuyucuga 1’er ml 1x PBS eklenerek yikama yapilmis ve bu
PBS uzaklastirilmistir. Daha sonra plakta yapisik halde bulunan hiicrelerin % 0.25°1ik
tripsin ile 4 dk. inkiibasyonu sonucu kalkmalart saglanmistir. Ayni islem kontrol i¢in
kullanilacak olan 25°lik flasktaki hiicreler icinde yapilmistir. Hiicrelerin kalkip
kalkmadiklar1 mikroskopla kontrol edilmis ve kalkan hiicreler daha Onceden
siipernatantlarin alindig1 15°1ik falkon tiiplerine eklenmistir. Tripsin inaktivasyonu i¢in
falkon tiiplerine FBS igeren besiyeri eklenmistir. 15°1lik falkon tiiplerinde bulunan doért
grup hiicre 300g’de 5 dk santrifiijjlendikten sonra flizerlerine besiyeri eklenerek
siispanse edilmislerdir. Daha sonra bu hiicre siispansiyonlarindan 200’er pl alinarak
ayr1 ayrt Sirolimus, UDKA, kombinasyon ve kontrol olarak -etiketlenmis 4
ependorflara alinmustir. Uzerine 1ml 1x PBS eklenerek vortekslenen hiicreler 300g’de
5 dk santrifiij edilmiglerdir.

Sekil 9. Muse® Cell Analyzer Cihazinin goriiniimii.

Karanlik ortamda dort deney grubu icin kullanilacak bu ependorflara 200 ul soguk
%70’1ik etanol eklenerek -20°C’de 3 saat beklemeleri saglanmigtir. Bekleme siiresi
sonunda hiicreler PBS’le tekrar yikanarak 300g’de 5 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij
islemi sonrasinda PBS uzaklastirilmis ve her bir ependorfa 200 ul Muse® Cell Cycle
soliisyonundan eklenilerek oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda ependorflarin kapaklari kesilerek Muse® Cell Analyzer

cthazinda dl¢timleri yapilmistir.
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2.7 Oksidatif Stres Analiz Parametreleri

Saglikli bir yasam siirdiirebilmenin temelinde hem hiicrenin hem de organizmanin
oksidan-antioksidan dengesi son derece dnemlidir. Oksidatif stres organizmada serbest
radikal olusumundaki artisa veya antioksidan sistemdeki yetersizlige bagli olarak
gelisebilmektedir. Oksidatif stres sebebiyle olusan reaktif oksijen metabolitleri lipit,
protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerini etkileyebilmekte ve onlara zarar
verebilmektedirler. Bu nedenle, serbest radikal iireten reaksiyonlar ve antioksidan
savunma biyolojik sistemlerde 6nemli bir yer tutmaktadr. Lipit, protein ve DNA
molekiillerinde olusan hasarin onarilmasi; olusan serbest radikallerin etki alanlarindan
toplanarak temizlenmesi; hiicresel kinaz kayiplarinin 6nlenmesi; serbest radikal {ireten
kimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi ya da reaksiyon hizinin baskilanmasi

organizmadaki antioksidan mekanizmalarindan bazilaridir.

Bu calismada ise antioksidan ozelligi gorebilmek amaciyla lipit peroksidasyonu
(MDA), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz aktivitesi (CAT) ve superoksit

dismutaz (SOD) aktivitesi parametreleri kullanilmistir.

2.7.1. Lipit Peroksidasyonu (MDA) Olc¢iimii

Oksijenli ortamda bazen metabolizma reaksiyonu sirasinda, bazen de dis etkilere
bagl olarak ortaya cikan oksijen kaynakli radikaller, lipoproteinlerde ve hiicre
zarinda yer alan lipitlerde oksidasyona neden olmaktadir. Reaktif bir radikalin, yag
asitlerinin metilen grubundan bir hidrojen atomunu koparmasi ile yag asitlerinin
oksidasyonu baslamakta ve bunun sonucunda da karbon merkezli radikaller
olugsmaktadir. Sonrasinda molekiiler oksijenin baglanmasi ile lipit hidroperoksitleri
ortaya c¢ikmaktadir. Lipit hidroperoksitlerinin yikimiyla da biyoaktif aldehitler
olusumaktadir. Bunlardan baslicas1t malondialdehit (MDA)’tir. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize olur, ya da diflize olarak diger hiicrelerde hasara sebebiyet
verirler. Lipit peroksidasyonunun gdstergesi olarak lipit hidroperoksitleri ve yikim

iriinii olan diisiik molekiil agirlikli MDA kullanilmaktadir.

Bu caligmada lipit peroksidasyonunun 6l¢iimii i¢in temin edilen Lipit Peroxidation

(MDA) Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision, Cat. No: K739-100)
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kullanilmustir ve firmanin énerdigi prosediire bagh kalmmustir. Ornek hazirlamak i¢in
buz iizerindeki 1x10° sayidaki hiicre 300 pl MDA Lysis Buffer ve 3 ul BHT (X100)
ile homojenize edildikten sonra 13000 g’ de 10 dk santrifiijlenmistir.

MDA standart egrisi elde etmek amaciyla sirasiyla; 0.1 M MDA soliisyonu
hazirlamak icin 10 ul MDA standart 407 pl distile su ile seyreltilmistir. Sonrasinda
0.1 M MDA soliisyonunun 20 pl’si alinarak 980 ul distile su ile seyreltilerek 2 mM
MDA standart soliisyonu hazirlanmistir. Kolorimetrik analizler i¢in ependorflara 2
mM’lik MDA standart’tan 0,2,4,6,8,10 ul konularak son voliim 200 pl olacak sekilde
distile su eklenmis ve 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 nmol standart elde edilmistir. Florometrik
analizler icin ise 2 mM MDA standard 10 kez dilue edilmistir. Daha sonra
ependorflara 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul’lar 0.2 mM MDA standart ve son hacim 200 pl olacak
sekilde distile su eklenerek 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 ve 2.0 nmol standart olusturulmustur.

Daha sonra standart ve drneklerin bulundugu her vial’e 600 ul TBA eklenerek 95°C’de
60 dk inkiibasyonu saglanmustir. Ornekler oda sicakhigina getirilmek icin 10 dk buz
tizerinde sogutulduktan sonra 200 pl’si pipetlenerek 96 kuyucuklu plaga eklenmistir.

1 7 3 4 5 6 7 8 Jo lofi1 12
0 ul MDA |2 ul MDA |4 ul MDA |6 ul MDA[8 ul MDAIL0 ul MDA

0 ul MDA |2 ul MDA [4 ul MDA 6 ul MDAJ8 ul MDAJL0 ul MDA

Siro UDKA Komb Knt
Siro UDKA Komb Knt

T(OMm] OO W >

Sekil 10. Lipit Peroksidasyonu 6l¢iimii i¢in hazirlanan plak yerlesim plani.

Kolorimetrik analizler i¢in 532 nm’de, florometrik analizler i¢cin Ex/Em = 532/553
nm’de okutulmuslardir. (Ex: nanometredeki eksitasyon dalga boyu, Em:

nanometredeki emisyon dalga boyu).
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Hesaplama ise C = [(A/ (mg veya ml)] x 4 x D = nmol/ml veya nmol/mg formiilii ile
yapilmustir. (A: Standart egrideki 6rnek MDA miktari, mg: Kullanilan orijinal doku

miktari, ml: Kullanilan plazma voliimii, D: Diliisyon faktorii).

2.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ol¢iimii

Yapisinda dort selenyum (Se) atomu bulundurarak tetramerik bir enzim olan
glutatyon peroksidaz hiicrelerde sitozolde yer almaktadir. Hiicre icindeki gorevi
hidrojen peroksit ile hidroperoksitlerin indirgenmesini saglamaktir. Bunu zar
fosfolipitlerinden, lipit hidroperoksitlere etki ederek yapmaktadir. Diger bir 6nemli
fonksiyonu ise solunum patlamasi sirasinda serbest radikal hasar1 sonucu fagositik
hiicrelerin hasar gérmesini engellemektir. GSH- Px aktivitesindeki azalma hidrojen
peroksitin birikerek, hiicre hasarina yol agmasina sebep olmaktadir. GSH-PX, hem
lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nlemekte, hem de lipit peroksidasyonu sonucu
olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini saglamaktadir.

Yapilan bu c¢alismada glutatyon peroksidaz Ol¢iimii i¢in Glutathione Peroxidase
Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision, Cat. No: K762-100) kullanilmistir ve

firmanin 6nerdigi prosediire bagl kalinmistir. Sirasiyla;

1. Ornek hazirlamak igin buz iizerindeki 1x10° sayidaki hiicre 0.2 ml soguk
Assay Buffer ile homojenize edildikten sonra 4°C’de 15 dk 10.000 g’de
santrifiijlenmistir. Daha sonra ¢alisma i¢in siipernatant kismi toplanmis ve
buz iizerinde bekletilmistir. Orneklerin 2- 50 ul’si 96 kuyucuklu plaga

ekildikten sonra son voliim 50 pl olacak sekilde Assay Buffer eklenmistir.

2. NADPH standart egrisi icin 1 mM NADPH standart olusturmak amaciyla 40
mM NADPH soliisyonun 25 ul’si 975 ul distile su ile seyreltilmistir. 1 mM
NADPH’nin de 0, 20, 40, 60, 80, 100 pl’si kuyucukta 0, 20, 40, 60, 80,100
nmol standart olusturmak tizere 96 kuyucuklu plaga eklenmistir. Daha sonra
son voliim 100 pl olacak sekilde Assay Buffer eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in
5- 10 pl GPx pozitif kontrol istenen kuyucuklara eklendikten sonra Assay

Buffer ile son voliim 50 pl’ye tamamlanmistir. Reaktif kontrolii i¢in ise 50 pl
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Assay Buffer eklenmistir.

3. Her kuyucuk i¢in 33 ul Assay Buffer, 3 ul 40 mM NADPH soliisyon, 2 ul GR

soliisyon, 2 ul GSH soliisyon’dan olugan 40 upl’lik reaksiyon karigimi

hazirlanmistir. Her bir 6rnege 40 pl reaksiyon karisimi eklendikten sonra

ornekler 15 dk inkiibe edilmislerdir. GPx reaksiyonunu baslatmak i¢in her

kuyucuga 10 pul Cumene Hydroperoxide Solution eklenmistir. Her bir 6rnek

25°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 340 nm’de okutulmustur.

4. Hesaplama icin GPx aktivitesi = B/ (T2-T1) x Vx Ornek Diliisyonu =
nmol/dk/ml=mU/mL

formiilii kullanilmistir. (B: T1 ve T2 arasinda nmol’deki azalan NADPH miktari, T1:

[k &rnegin dk’daki ilk okunma an1, T2: Ikinci 6rnegin dk’daki ikinci okunmasi, V:

Reaksiyon kuyucugunda ml’deki islenmis 6rnek voliimii)

1 2 3 4 5 6 10 11 [12
A 0pM 20 M [40pM |60 pM 80 uM (100 pM
NADPH |NADPH [NADPH |NADPH NADPH |NADPH
B 0uM 20 uM {40 pM 60 M 80 uM (100 pM
NADPH |NADPH [NADPH |NADPH NADPH |NADPH
C [Siro UDKA |Komb Knt PK RK
D |Siro UDKA [Komb Knt PK RK
E
F
G
H

Sekil 11. Peroksidaz dl¢limii i¢in hazirlanan plak yerlesim plani
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2.7.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Yapisinda hem bulunduran bir protein olan katalaz, H20.’in ve hidroksil
radikallerinin (OH) olusumunu 6nlemek i¢in bunlarin molekiiler oksijen ve suya
cevrilmesini  katalizlemektedir.  Hiicrede  peroksizomlarda ve  sitozolde
bulunmaktadir. Katalaz metil hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi kiiclik
molekiillerin  indirgenmesine yol acarken, biiyilk molekiil agirhikli lipit

hidroperoksitleri etkilemez.

Katalaz aktivitesini 6lgmek i¢in Catalase Activity Colorimetric/ Fluorometric Assay
Kit (BioVision, Cat. No: K773-100) kullanilmistir ve firmanin 6nerdigi prosediire
bagl kalinmistir. ilk olarak buz iizerindeki 1x10° sayidaki hiicre 0.2 ml soguk Assay
Buffer ile siispanse edildikten sonra 4°C’de 15 dk 10.000 g’de santrifiijlenmistir. Test

i¢in toplanan silipernatant buz {lizerinde bekletilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 (11 12
A 0ul 2l 4l 6l Sul 10pl
(H202)

(H207) |(H207) |(H207) |(H202) ((H20)
Siro UDKA |[Komb [Knt

o8]

I({o(mmgl O

Sekil 12. Katalaz aktivitesi 6l¢limii i¢in hazirlanan plak yerlesim plani

Daha sonra 2- 78 ul 6rnek veya 1- 5 pl Pozitif Control Solution her bir kuyucuga

eklenerek son voliim 78 pl olacak sekilde Assay Buffer ile tamamlanmastir.

H20: Standart Egrisi olusturmak amaciyla da 20 mM H20: i¢in 0.88 M H202’nin 5
ul’si 215 pl su ile diliie edilmistir. Daha sonra 1 mM H20; i¢in 20 mM H2O>’nin 50
ul’si 0.95 ml distile su ile diliie edilmistir. 1 mM H2O> soliisyonun 0, 2, 4, 6, 8, 10
ul’si 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/kuyucuk olmak tizere 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Son

31



voliim Assay Buffer ile birlikte 90 ul’ye getirildikten sonra her kuyucuga 10 ul stop
sollisyonu eklenmistir. Katalaz reaksiyonunu baglatmak i¢in Sirolimus, UDKA,
kombinasyon ve kontrol grubu 6rneklerinin bulundugu kuyucuklara 12 pl taze 1 mM
H20, eklenmistir. Ornekler 25°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
durdurmak i¢in tiim kuyucuklara 10 pl Stop Soliisyonu eklenmistir. Her kuyucuk igin
46 pl Assay Buffer, 2 ul OxiRed™ Probe, 2 pul HRP soliisyon’dan olusan 50 pl’lik
bliylime karisimi hazirlanmistir. Her bir 6rnege 50 ul biiylime karisimi eklendikten
sonra 25°C’de 10 dk inkiibe edilmislerdir. Plak okuyucuda 570 nm’de

okutulmuslardir.

Hesaplama Katalaz Aktivitesi = B/30xVx Ornek Diliisyon Faktorii = nmol/dk/ml=
mU/mL formiilii ile yapilmustir. (B: H20. Standart Egri’sinden ¢oziinmiis H20»

miktari,

V: Reaksiyon kuyucuklarina eklenen ml’deki islem gbérmiis 6rnek voliimii 30:

Reaksiyonun 30. dk’s1)
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2.7.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

SOD, peroksit serbest radikalinin (O27) ve hidrojen peroksit (H202) radikallerinin
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan bir enzimdir. Oksijenli
solunum yapan tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Sitozol ve mitokondrilerde bulunan bu
enzim siliperoksit radikallerini etkisizlestirirken, hiicreleri siiperoksit radikalinin
zararlarindan korur. Dokularda oksijen basincinin (pO2) yiikselmesi ile SOD aktivitesi
artmaktadir. Fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler olarak o6ldiiriilmesinde rol

oynayan bu enzim ayni zamanda graniilosit fonksiyonu i¢in énemlidir.

Stiperoksit dismutaz aktivitesini 6lgmek i¢in Superoxide Dismutase (SOD) Activity
Assay Kit (BioVision, Cat. No: K335-100) kullanilmistir ve bu analiz yapilirken
firmanin Onerdigi prosediire bagli kalinmistir. Bu amacla dnce homojenize hale

getirilmis hiicreler 4°C’de 5 dk 14000 g’de santrifiijlendikten sonra hiicre debrisi

atilmastir.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (12
A [Boslukl S U Komb |[Knt [S2 U2 Komb2 |Knt2  [Bosluk3
Bosluk2 (Bosluk2
Bosluk2 |Bosluk2

B

C

D

E

F

G

H

Sekil 13. Siiperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in hazirlanan plak yerlesim plani.

(Ornek= Sirolimus: S, UDKA: U, Kombinasyon: Komb, Kontrol: Knt, Bosluk2= S2,
U2, Komb2, Knt2)
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1. Orneklerin bulundugu kuyucuklara ve bosluk 2’lere 20 ul Sample Solution,
bosluk 1 ve bosluk 3’e 20 ul ddH20O eklenmistir.

2. Her kuyucuga 200 ul WST Working Solution eklenmistir.
3. Bosluk 2’lere ve bosluk 3’e 20 pul Dilution Buffer eklenmistir.

4. Omeklerin bulundugu kuyucuga ve bosluk 1’e 20 pl Enzyme Working

Solution es zamanli olarak eklenmistir.
5. Plak 37°C’de 20 dk inkiibe edilmistir.

6. Ornekler mikroplak okuyucuda 450 nm’de okutulmustur.

(AbO$Iuk1 - Abosluk3) = (Aémek = Aboslukz)

Hesaplama SOD Aktivitesi = x100

(Avbosluk1 — Abosluk3)

formiilii ile yapilmustir.
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2.8. istatistiksel Degerlendirme Yontemi

Muse cell® analyzer ile elde edilen 6lii hiicre yiizdesi, apoptoz/6lii hiicre yiizdesi,
erken apoptoz yiizdesi, canli yiizde hiicresi, elisa plate ile okutmasi yapilan Katalaz
aktivitesi, SOD (% inhibisyon), MDA, GPx i¢in her gruba ait veriler Microsoft Office
Excel 2010 versiyonu iizerine yazilarak, IBM SPSS Statistics 23.00 (Statistical
Package for Social Sciences) programinda olusturulan veri tabanina aktarildi ve
istatistiksel analizler ayni program ile yapilmistir. Siirekli degiskenlere ait; ortalama,
standart sapma ve hata, minimum ve maksimum degerleri ve ortalamalar i¢in %95
giiven araliklar1 sunulmustur. Oncelikle 2x2 faktoriyel ANOVA uygulandi. Ancak iki
faktor arasinda etkilesim (interaction) anlamli bulundugu i¢in 4 grup olusturulup tek
yonlii varyans analizi uygulandi. Coklu karsilastirmalar sonras1 gruplarin ikili analizi
icin Dunnett T3 yontemi kullanilmistir. Tiim hipotez kontrolleri 0.05 O6nem

seviyesinde ger¢eklestirilmis, yani p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

3.1. Sirolimus ve UDKA’nin insan ADKH Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Degerlendirilmesi

Sirolimus ve UDKA etken maddelerinin insan ADKH hatt1 iizerindeki sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla ii¢ giin ve {i¢ tekrarli olacak sekilde kurulan WST-1
testi kullanilmistir. Sirolimusun insan ADKH’lerinin proliferasyonunu yiizde elli
oraninda inhibe eden dozu yani ICsp degeri CalcuSyn 2.0 (Biosoft) yazilimi
kullanilarak 48. saatte 15.85 uM olarak hesaplanmigtir. UDKA nin insan ADKH’leri
tizerindeki sitotoksik etkisi belirlenememistir. 100 pM’lik doza kadar hiicreler

uzerinde sitotoksik etkisi bulunmamaktadir.
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Grafik 1. ADKH’ lerinde sirolumusun ICsg dozu.
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Grafik 2. ADKH’ lerinde UDKA ’nin sitotoksik etkinligi.
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Grafik 3. ADKH’ lerinde Sirolumus ve UDKA kombinasyon dozlari.
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3.2 Annexin V Yontemi ile Yapilan Apoptoz Analizi Bulgular:

APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE _
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0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
Kontrol grubu UDCA grubu
‘. APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
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Grafik 4. Muse® Cell Analyzer ile yapilan 6lgiimlerin gruplara gére dagilimi

Muse® Cell Analyzer ile yapilan Olglimler ve yapilan hesaplamalar dogrultusunda
etken maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki hiicrelerde 6lii hiicre yiizdesi
1.03, canli hiicre yiizdesi 98.97 olarak hesaplanmistir. UDKA grubundaki hiicrelerde
6li hiicre yiizdesi 2.59, canli hiicre yiizdesi 97.41 olarak hesaplanmistir. Sirolimus
grubunda erken apoptoz oran1 %7.69, ge¢ apoptoz oran1 %4.31, 6lii hiicre % 8.10, canli
hiicre %79.90 olarak hesaplanmistir. Sirolimus+ UDKA kombine grup sonuclarinda
ise erken apoptoz oran1 %3.90, ge¢ apoptoz oran1 %1.34, 6lii hiicre yiizdesi 7.81, canli

hiicre yilizdesi 86.95 olarak Sl¢iilmiistiir.
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3.3 Muse® Cell Cycle Kiti Ile Yapilan Hiicre Siklusu Analizi Bulgulari
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Grafik 5. Muse Cell Cycle Kiti ile Yapilan Hiicre Siklusu Analizi Bulgulari

Kontrol ve UDKA uygulanmis grupta G2/M fazlarimin yiizdeleri sirastyla % 19.3 ve

%18.9’ dur. Sirolimus uygulama grubunda G2/M faz1 %15.9 ’a diismiistiir. Veriler

Sirolimus grubunda mitotik aktivitenin azaldigini gostermektedir. Sirolimus+ UDKA

grubunda ise azalan mitotik aktivitenin kontrol ve UDKA grubuna benzer sekilde

yiiksek oldugu saptanmuistir.
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Sekil 14. Annexin V ile yapilan immunfloresans goriintiileme.

A. Kontrol grubu B. UDKA grubu C. Sirolumus grubu D. Sirolumus + UDKA grubu.
Annexin V ile yapilan immunofloresans incelemede Sirolumus grubunda Muse®
analizi ile benzer sekilde boyanan hiicre sayisi yiiksek olarak saptanmistir. UDKA ve
Sirolimus+ UDKA grubunda ise benzer goriiniimde ve yakin sayilarda Annexin V

pozitif hiicre sayisi elde edilmistir.
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3.4 Hiicre Canlihk Analizlerinin Istatiksel Degerlendirilmesi

3.4.1. Olii Hiicre Yiizdesi

10,0007

Tos
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4,000

95% CI Olii Hiicre %

2,000
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Kontrol upca Sirolimus Kombine
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Grafik 6. Olii hiicre yiizdesi istatistiksel grafigi.

Sirolimus ve kombine grup aras1 hari¢ diger gruplar arasi istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,0001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda UDKA etkisi de anlamlidir.
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3.4.2. Gec Apoptoz/Olii Yiizdesi
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Grafik 7. Geg apoptoz/6lii yiizdesi istatistiksel grafigi.

Kontrol ve UDKA gruplar istatistiksel olarak anlamli degildir (p=1.000). Geg
apoptoz/0lii hiicre yiizdesi oran1 Kontrol- Sirolimus; Kontrol-Kombine, UDKA-
Sirolimus; UDKA-Kombine; Sirolimus- Kombine gruplari arasi anlamlidir. (p <
0.0001).
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3.4.3. Erken Apoptoz Yiizdesi
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Grafik 8. Erken apoptoz ylizdesi istatistiksel grafigi.

Kontrol - UDKA arasi anlamli degildir (p=1.000). gruplar arasinda ikili farklarin tiimi
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol- Sirolimus; Kontrol- Kombine,
UDKA-Sirolimus; UDKA-Kombine; Sirolimus- Kombine gruplari arast anlamlidir (p
< 0.0001).
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3.4.4. Canh Hiicre Yiizdesi
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Grafik 9. Canli hiicre yiizdesi istatistiksel grafigi.

Gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Kontrol
grubu ile karsilastirldiginda UDKA etkisi de anlamlidir. Kombine grupta UDKA nin
etkisi sirolimusu etkisini baskilamigtir. En az canli hiicre sirolimus grubunda

gbzlemlenmistir.
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3.5 Oksidatif Stres Analiz Parametreleri Bulgular:

3.5.1 Lipit Peroksidasyonu (MDA) Ol¢iimii Bulgusu
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Grafik 10. MDA standart egrisi
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3.5.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ol¢iimii Bulgusu

y=0,3119x + 0,8965

R*=0,9798

0 20 40 80 100
Grafik 11. NADPH standart egrisi.
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3.5.3 Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii Bulgusu
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Grafik 12. H20; standart egrisi
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3.5.4 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii Bulgusu
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Grafik 13. SOD Aktivitesi.



3.6 Oksidatif Stres Parametrelerinin istatiksel Degerlendirilmesi

3.6.1. Lipit Peroksidasyon (MDA) Diizeyi
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Grafik 14. MDA diizeyi istatiksel grafigi (p=0.001).

UDKA-kombine grubu arast anlamhidir (p=0.031). Diger ikili gruplar arasinda
farklarin timii istatistiksel olarak anlamli degildir (Kontrol- UDKA p=0.993; Kontrol-
Sirolimus p=0.414; Kontrol- Kombine p=0.086; UDKA-Sirolimus p=0.240;
Sirolimus-kombine p=0.083).
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3.6.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) diizeyi
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Grafik 15. GSH-Px diizeyi istatistiksel grafigi.

Kontrol- UDKA arasi istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,085). Diger tiim ikili
gruplar anlamlidir (p<0.001).

52



3.6.3. Katalaz (CAT) diizeyi
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Grafik 16. CAT diizeyi istatistiksel grafigi.

Kontrol- UDKA; kontrol- kombine; UDKA- kombine gruplar1 arasi anlamlidir
(p<0.001). Kontrol- Sirolimus (p=0.077); UDKA-Sirolimus (p=0.503); Sirolimus-

Kombine (p=0.063) gruplar1 arasinda fark anlamsizdir.
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3.6.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) diizeyi
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Grafik 17. SOD diizeyi istatistiksel grafigi.

Tiim gruplar arasinda ikili farklarin tiimi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001).
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Tablo 1. Hiicre Canlilig1 analizlerinin istatistiksel degerlendirme tablosu.

Muttiple Comparisons
Dunnett T3
e 95% Confdence interval
Dependent Variatle (1) Gruo 1) Grup Difference (-J) | Sid Eror S Lower Bound | Upper Bound
Kombine  Kontol -385016 | 011480 014 -53724 -2%279
UDCA -3271500° | 012696 008 -A4142 -21360
Swwolimus 2170489 | 010512 007 244477 -1.89620
Ol Mocre % Kontral UDCA 1545000 | 020616 o1 -1.95416 -1,13584
Seolemus 7025000 | 00249 008 828468 -5.76532
Kombine £.760000 | 025495 003 -7.31580 -6.20420
UDCA Kontrol 1545000 | 020616 011 1.13584 1.95416
Seolimus 5480000 | 0S3852 004 -6.25605 -4.70085
Kombne 5215000 | 032016 000 547400 -4 95600
Seobmus  Kontrol 7025000 | .0%0249 009 576532 828468
UDCA 5480000 | .0s3852 004 470305 6.25605
Kombine 265000 | 055902 182 - 39263 02263
Kombine  Kontrol 6760000 | 025495 003 620420 7.31580
UDCA 5215000 | 032016 000 4.95600 5.47400
Swolimus -265000 | 055902 182 - 92263 39263
Geog Apoptoz/Ol % UDCA 000000 | 007071 1.000 - 05406 05406
Swokmus 4290000 | 015811 002 455334 -4.02666
Kombine 41300000 | 035355 032 -2.14268 - 45732
UDCA Kontol 000000 | 007071 1.000 - 05406 05406
Swolmus 4200000 | 015811 002 455334 402006
Komaxne 41300000 | 035355 032 -2.14268 -45732
Seobrus  Konwol 4290000 | 015811 002 4,02086 455334
UDCA 4290000 | 015811 002 402068 455334
Komaine 2990000° | 038079 005 247349 350051
Kombine  Kontrol 1300000 | 035355 032 45732 2.14208
UDCA 1300000 | 035355 032 AST32 214268
Swolimus 2590000 | 038079 005 350551 247349
Erken Apoptoz % Kontrol UDCA 000000 | 007071 1,000 - 05406 05400
Swolimus 7815000 | or0178 012 941798 581204
Komreune 3945000 | 080249 018 520468 268532
UDCA Kontrol 000000 | 007071 1,000 -05406 05408
Swolmus 7515000 | 070178 012 941796 581208
Kombine 3945000 | 050249 016 520468 -2.0853%2
Swolmus  Kontrol 7615000 | or0178 012 581208 041798
uDCA 7515000 | 070178 012 581204 941796
Kombine 3670000 | 086023 003 292584 44143
Kombine  Kontol 3945000 | 050249 016 268532 520488
UDCA 3945000° | 050249 016 268532 520468
Swrolmus 2670000° | 086023 003 441438 292564
Cank Hocre % Kontrol UDCA 1545000 | 011180 001 141347 167653
Swolmus 18930000° | 135083 009 1539263 2246737
Komeune 12005000" | 011180 000 1187347 1213653
UDCA Kontol 1545000 | 011180 001 -1.67653 141347
Seolimus 17385000 | 135370 010 13.91305 2085605
Kombine 10460000 | 014142 000 1035188 10.56812
Maso 95% Confdence interval
Dependent Variable (1) Grup (J) Gruo Difference (1)) | S, Emor Sig. Lower Bound | Upper Bound
Sirolimus  Kontrol 18830000 | 135093 009 | 2246737 -15,39263
UDCA -17,385000° | .135370 010 -20,85605 1391395
Komane 5925000 | .135370 025 | -10.39605 -345395
Kombine  Kontrol -12,005000° | 011180 000 -12,13653 1187347
UDCA -10460000° | 014142 000 -10,56812 -10.35188
Suchimus 6925000 | .135370 025 345395 10,39605

*. The mean dillerence is significant at the 0.05 level.
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Tablo 2. Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel degerlendirme tablosu.

Dunnett T3
95% Confidence Interval
hMean

Dependent Variable (1) Grup {J) Grup Diffarenca (I-J) | Std. Emor Sha. Lower Bound | Upper Bound
Katalaz Aktivitesi Kontrol uDCcA _4 730556 024951 Joos 527015 -4 18087
Siralimus -5,507778 L32BE8R T -13,93256 2 81700

Kombine 1,291 12' L030225 Ja03 1,03273 1,54850

UDCA Kontrol 4730556 024951 005 4,19097 527015

Siralimus - 177222 L32TR16 503 -9.41157 T.B5712

Kombine 6021667 JO1B46T S0z 567783 6,36551

Sirolimus Kontrol 5507778 L32BE8B arr -291700 13,93256

uDcA TIT222 327816 503 -7,85712 941157

Kombine 6, T9RBAS L32B260 063 -1,72764 1632542

Kombine Kontrol -1.201112° L030225 Jao3 -1,54950 -1.03273

UDCA -6,021667 J01B46T Jaoz -6,36551 -5 B6TTE3

Siralimus -6, T9BBAS 328260 063 -15,32542 172764

200 (% Inhiblsyon) Kontrol UDCA 7212500 L03BB4G Jaoon 583772 T.58728
Sirolimus 134 767500 JB28335 J008 118,28875 151,24625

Kombine 3895500 020500 Jaor 3,35490 443610

UDCa Kontrol -7 212500 038848 000 -7,58728 683772

Sirolimus 127 555000 B2BBEE Joor 111,20516 143,90484

Kombine -3,317000° 033000 13 -4, 18723 -2 A46TT

Siralimus  Kontrol 134 767500 628335 006 -151,24625 -118,28875

UDCA -12?.555000' LE2BBEG Jaor -143 904584 -111,20518

Kombine -130 872000 LE2B000 Jaor -147 43280 -114,31120

Kombine Kontrol -3,895500 020500 Jaor -4, 43610 -3,35480

UDCA 3317000 033000 013 2 44677 4 1B723

Slrolimus 130,372000' LE2B000 Jaor 114,31120 147 43280

MDA (nmol/mg) Kontrol UDCA 006014 J013498 893 - 11366 J12569
Siralimus - 033077 J011133 A4 -.31991 L253T6

Komblne -, 106183 J012182 JOBE -, 26422 JO5185

UDCA Kontrol -,006014 J013498 893 - 12568 113686

Slrolimus -,039082 L0o07T04 248 - 23267 15448

Kombine -1 12187 0089154 031 -,19702 - 02738

Sirolimus  Kontrol 033077 ,011133 A4 - 25376 31091

UDCA 039092 L0o07T04 248 - 15448 L23267

Kombine - 073105 005056 o83 - 18245 04624

Kombine Kontrel 106183 J012182 Joae - 05186 26422

UDCA A 12187 0089154 J031 02738 18702

Siralimus 073105 005056 o83 - 04624 18245

GPX (mUjml) Kontral uDCcA 057507 L00B495 Joas -02180 L13681
Siralimus 1,785473 L004635 Joo3 -1,90125 -1, 66969

Kombine 38501 & L011469 J14 23279 J53724

uDCa Kontrol - 057507 L00B495 Joas -, 13681 02180

Siralimus -1,842080° 007151 Joos -202729 -1, 65867

Komblne ,32?509' J012696 Jooe 2360 Ad142

Siralimus Kontrol 1,785473 L004835 Jao3 1,66269 1,80125

UDCA 1,842080° 007151 Joos 165867 202729

Kombine 2170489 L010512 Joor 1,89620 2 44477
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TARTISMA

Organ nakli 6zellikle 20. yiizyilin ikinci yarisindan giinlimiize kadar gecen siiregte
hizli bir sekilde artis gostermistir. Bu siirecteki en biiyiik engel alicinin bagisiklik
sistemi olmustur. Alic1 ve greft 6liimlerine bagli olgular da arastirmacilar 6zellesmis
immunsupresif arayisina itmistir (Taylor et al., 2005). Immunsiipresif ajanlardan birisi
de bu c¢alismada kullanilan Sirolimus’tur. Bu ajan, Streptomyces hygroscopicus
bakterisinden izole edilen, bobrek ve karaciger nakli basta olmak {izere organ
nakillerinde bagigiklik sistemini baskilayan makrolid bir laktondur. Immunsupresif
etkisini; immun yanit olusturmada kilit rol oynayan T hiicrelerinden sentezlenen IL-
2’nin kendisini ¢ogalmak iizere ko-stimule etmesini bloke ederek gdstermektedir.
Bunu spesifik hiicre i¢i reseptdrii olan FKBP12’ye baglanip mTOR {izerindeki
FKBP12- Sirolimus baglayici domaine baglanarak, mTOR yolaginin islevine engel
olarak gergeklestirmektedir (Hung et al., 2012, Hay & Sonenberg, 2004).
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Sekil 14. Sirolimus ag¢ik formiilii (Taylor et al., 2005). Sirolimusun Etki Mekanizmasi
(Cutler & Antin, 2004).

Immunsupresif ilaglarin hepsi toksisite ile iliskilendirilmektedir. Bu nedenle tedavi
stireglerinde sik sik farkli dozlar ve kombinasyonlar uygulanmaktadir (Taylor et al.,
2005). Sirolimus analogu olan takrolimustan farkli olarak kalsindrini inhibe etmez, bu
nedenle kalsindriin inhibitorlerinin akut nefrotoksik profiline sahip degildir (Taylor et
al., 2005). Gonwa ve ark. 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada diger bir immunsupresif

ajan olan Siklosporin A’ nin sonlandirilip yerine sirolimusun uygulandig: hastalarda
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bu olumlu etki goézlemlenmistir (Aleksic et al.,, 2002). Ancak daha sonralari
sirolimusun gecikmis greft fonksiyonu, kalsindriin inhibitorlerinin nefrotoksik
etkilerini potansiyelize etme, proteiniiri ve glomeriilopati ile iliskili olabilecegi ortaya
konulmustur (Horoz, 2016). Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 bazinda bakildiginda
Sirolimusun sitotoksik etkilerinin oldugunu gosteren az sayida calisma mevcuttur
(Hoogduijn et al., 2008, Buron et al., 2009).

Immunsupresif ilaglarin yan etki profilinden dolay1 yeni arayislara girmislerdir. Bu
noktada MKH’lerin immunsupresif, immunmodiilatér 6zellikleri, migrasyon
yetenekleri arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir (Barry & Murphy, 2004). Daha sonra
yeni bir donem baglamis ve organ nakillerinde MKH’lerin klinik kullanimi giindeme
gelmistir. GVHH tedavisi basta olmak {izere, organ nakillerinde bagisiklik sistemini
baskilamas1 amaciyla immunsupresif ajanlarla birlikte kullanilmistir. Immunsupresif

ajan ve MKH’ler arasindaki etkilesim ise aydinlatilmasi gereken en biiyiik sorun haline

gelmistir.
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Sekil 15. Mezenkimal kok hiicrelerin immunmodiilator etkileri (Frenette et al.,
2013). T hiicre aktivasyonu i¢in gereken 3 sinyal (Halloran, 2004).

Bu deneysel calismada; organ nakillerinde immunsupresif 6zellikteki Sirolimus’un
yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerindeki etkileri ve antioksidatif
6zelligi bilinen UDKA nin Sirolimusa bagl toksisite lizerine etkilerini gdzlemlenmis

ve yeni bir ajan olarak kullanilma potansiyeli arastirilmistir.
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Buron ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (Ki-MKH) ile bes immunsupresif ilacin (Siklosporin, Takrolimus, Sirolimus,
Mikofenolat asit, Deksametazon) birbirlerine olan etkilesimleri degerlendirmislerdir
(Buron et al., 2009). T lenfosit hiicrelerine énce Ki-MKH verilmis, daha sonra Ki-
MKH ile birlikte ila¢ uygulamas: yapilmstir. Sirolimus ve Ki-MKH’lerin birlikte
verildigi deney grubunda, T hiicrelerinin proliferasyonundaki artig sirolimusun kok
hiicreyi olumsuz etkiledigi seklinde degerlendirilmistir (Buron et al., 2009). Bir baska
calismada Sirolimusun adipojenik farklilasmay1 indiikledigi tespit edilmis ve bu
durum Sirolimusun yan etkisi olan hiperlipidemi ile iligkilendirilmistir (Hoogduijn et
al., 2008). Sirolimusun allojeneik kok hiicre nakilleri sonrasinda GVHHyi 6nlemek
amaciyla kullanimini gosteren caligmalarda mevcuttur (Cutler & Antin, 2004,
Perruccio et al., 2015). Bobrek nakliyle yapilan birkag randomize galisma, Sirolimus
eklenmesi ile kurulan immunosupresif rejimin allogreft sagkalimi ve nakil sonrasi
uzun siireli bobrek fonksiyonunun saglanmasi ile iligkili oldugunu gostermistir
(Perruccio et al., 2015). Incelenen bu caligmalarda kemik iligi MKH’leri ile
Sirolimusun birbirlerine dogrudan olan iligkilerinin arastirilmamais olusu literatiirde bir

bosluk olusturmaktadir.

Ursodeoksikolik asit (UDKA) ilk kez Cin Siyah Ayisi’nin safra asitinden elde edilmis
makrosiklik bir laktondur (Roma et al., 2011, Ikegami & Matsuzaki, 2008). Klinikte
karaciger, bobrek, safra tasi eritilmesi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin
disinda allojeneik kok hiicre nakillerinde hepatik komplikasyonlar: 6nlemek amaci ile
de kullanilmaktadir (Ruutu et al., 2002, Ruutu et al., 2014, Wang et al., 2014). Son
yillarda yapilan ¢alismalar ise UDKA ’nin anti-inflamatuar, immunmodiilator 6zellikte
oldugunu, in vitro ve in vivo ortamda oksidatif strese karsi diren¢ kazandirdigini

gostermistir (Roma et al., 2011, Lazaridis et al., 2001).

Poupon ve ark. yaptigi calismada UDKA’nin 500 pmol/I’ye kadar hepatik hiicrelerde
hiicre membraninda hasara yol agmadigr gozlemlenmistir (Poupon, 1995). Kok
hiicreler ile iliskili olarak literatiire bakildiginda allojenik hematopoietik kok hiicre
nakli sonras1 siklikla gelisen karaciger GVHH’yi onlemek amaciyla UDKA’nin
klinikte kullanildig1 bir ¢alisma mevcuttur (Ruutu et al., 2002, Ruutu et al., 2014).
Randomize yapilan, uzun siire takip edilen bu g¢alismada UDKA kullanimi ile
karaciger GVHH, bagirsak GVHH, akut ve kronik GVHH ve hastalik niiks oraninin
azaldig1, sagkalim oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir (Ruutu et al., 2014). Ancak
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literatiir verileri incelendiginde UDKA’nin kok hiicreler iizerine etkilerinin

degerlendirilmesine yonelik bir ¢aligmaya rastlanilmamastir.

Hiicre kiiltiirii calismalarina bakilacak olursa AvC: ve ark. yapmis oldugu calismada
Sirolimusun prostat kanseri hiicre hatlarindaki hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerine
bakilmistir. DU145, PC3 ve LNCaP hiicre hatlarinda Sirolimus’un 72. saatteki ICso
dozlar1 sirasiyla 11.08, 50.80 ve 1.25 nM olarak XTT yontemi ile tespit edilmistir
(Avcer et al., 2013).

Hoogduijin ve ark. Sirolimus’un kalp dokusundan izole edilen MKH’ler {izerindeki
etkilerine bakmak i¢in hiicrelere 0, 1, 1, 10 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarinda
Sirolimus uygulamislardir ve 7 giin boyunca MTT testi ile degerlendirilmistir. 1. glin
anlamli bir degisiklik gozlemlenmezken, 7. giin hiicre canliliginda doza bagimli olarak
0,1 ve 1 ng/ml konsantrasyonlarinda artis gozlemlenirken, 10ng/ml Sirolimus
konsantrasyonunda anlamli bir degisiklik saptanmamustir. 50 ng/ml konsantrasyon
uygulanan MKH canliliginda ise anlamli derecede diisiis oldugu raporlanmistir. Yine
ayni ¢calismada 10ng/ ml konsantrasyonundaki Sirolimusun apoptozi indiikledigini, 0.1
ve Ing/ ml konsantrasyonlarinda MHK proliferasyonu iizerine herhangi bir etki
gostermedigini ancak 10 ng/ ml' konsantrasyonundan itibaren proliferasyonu énemli

olglide azalttigini belirtmislerdir (Hoogduijn et al., 2008).

Sirolimus’un yag doku kaynaklit MKH’lerin canliliklar tizerindeki etkileri ile ilgili
calismalar bulunmakla birlikte literatiirde tespit edilmis bir 1Cso degeri
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Sirolimusun insan yag doku kaynakli MKH hatt1
tizerindeki sitotoksik etkisine WST-1 testi ile bakilmis, Hiicreler tizerindeki ICso dozu
yani proliferasyonunu yiizde elli oraninda inhibe eden doz 48. saatte 15.85 uM olarak

tespit edilmistir.

UDKA uygulanan in vivo caligmalara bakilacak olursa Poupon ve ark. yaptigi
calismayla UDKA’nm 500 pmol/I’ye kadar hepatik hiicre membraninda hasara yol

agmadigy, bir sitotoksik etkisininin olmadigini raporlamiglardir (Poupon et al., 1995).

Qi ve ark. yaptig1 bir ¢alismada ise sitotoksik etkisi gozlemlenmeyen UDKA nin 500
umol/l dozu ile ¢alisma deneyleri kurulmustur (Qi et al., 2012).

Literatiir verileri incelendiginde UDKA nin yag doku kaynakli MKH’lerin canliliklar

tizerindeki etkileri ile ilgili tespit edilmis herhangi bir veri bulunmamaktadir.
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Literatiirde UDKA’nin MKH {izerindeki ICso degeri ile ilgili hi¢bir veri bulunmamasi,
terapotik dozlarda sitotoksik etkisinin olmadigini gosteren g¢alismalar olmasi ve
yaptigimiz WST-1 testinde de 100 uM’hik doza kadar bir sitotoksik etkinin
bulunmamasi sebebiyle caligmanin diger kisminda UDKA’nin 100 uM’lik dozu

tizerinden deneyler kurulmustur.

Bu ¢alismada UDKA nin insan yag doku kaynaklit MKH hatt1 tizerindeki 1Cso degerini
belirlemek amaciyla WST-1 testi yapilmis ve 100 uM’lik doza kadar hiicreler lizerinde
sitotoksik etkisinin bulunmadig1 gézlemlenmistir. Sirolimusun kisa siireli maruziyeti

ile yapilan hiicre ¢aligmalart Sirolimus’un apoptozu indiikledigini gostermistir.

Avct ve ark. prostat kanser hatlariyla (PC-3, LNCaP ve DU 145) yaptiklar1 calismada
Sirolimusun 72. saatte doza (1nM, 10nM, 25nM, 50nM ve 100nM) ve zamana bagimli
olarak apoptozu arttirdigini gézlemlemislerdir (Avci et al., 2013).

Literatiir verilerine bakildiginda hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde kritik rol
oynayan, Sirolimusun memelideki hedef proteini olan mTOR’un, PI3K/ AKT/ mTOR
yolagi tizerinden p53, Blc-2, BAD, p21, p27 ve c-myc molekiillerini inhibe ederek
hiicre oliimiinti diizenledigi, Sirolimus varliginda ise bu kontrolii saglayamayarak
hiicreyi apoptoza gotiirdiigii bilinmektedir (Kiigiikoner, 2013, Cutler & Antin, 2004,
Avcietal., 2013).

Toksik safra asitleri, hepatosit hiicrelerde hiicre ylizeyinde bulunan Fas 6liim reseptorii
tizerinden apoptozu indiiklemektedir. Fas 6liim reseptoriiniin aktive olmasiyla kaspaz-
8 de aktive olur. Bunu takiben Bax proteinini mitokondriyal membrana yonlendirerek
mitokondrinin fonksiyonel hale gegmemesine neden olan Bid 'i aktiflestirir (Bid/Bax
Blc-2 ailesinden olan proapoptotik molekiiller). Daha sonra mitokondrilerden sitozole
sitokrom C salinimi gergeklesir bu da apoptoza neden olur. UDKA hepatositlerde
mitokondriyel islev bozuklugunu ve sitokrom ¢ salimmini Onleyerek apoptozu

engellemektedir (Lazaridis et al., 2001, Ikegami & Matsuzaki, 2008).

Rodrigues ve ark. sicanlarla yaptiklari ¢alismayla deoksikolik asitlerin apoptozu
indiikledigini ancak UDKA ’nin ise in vitro ve in vivo da hepatosit ve diger hiicrelerde
proapoptotik uyaricilar olan Fas ligand, TGF-} veya etanolden kaynaklanan apoptozu
% 50-100 oraninda inhibe ettigini gozlemlemislerdir (Rodrigues et al., 1998). Apoptoz
ile iliskilendirilen p53 genine bakildiginda UDKA’ nin hepatosit hiicrelerde p53 ve
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Bax sinyal molekiillerini regiile ederek deoksikolik asitlerden kaynaklanan apoptozu

inhibe ettigini gdzlemlenmistir (Ji et al., 2009, Amaral et al., 2007).

Koga ve ark. yaptiklartyla ¢alismayla UDKA kullanimiyla apoptoz artisinda marker
olarak kullanilan apoptozu inhibe edici bir protein olan Blc-2 ekspresyonunda artis

gozlemlemislerdir (Koga et al., 1997).

Bu calismada Sirolimus, UDKA, Sirolimus+ UDKA ve kontrolden olusan dort deney
grubuna Annexin V yontemi uygulanarak canli- 6lii hiicre ylizdesi ve erken-geg
apoptoz oranlart Muse® Cell Analyzer ile hesaplanmistir. Yapilan 6l¢timler ve yapilan
hesaplamalar dogrultusunda etken maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki
hiicrelerde 6li hiicre %1.03, canli hiicre %98.97 olarak hesaplanmistir. UDKA
grubunda o6lii hiicreler %2.59, canli hiicreler %97.41 olarak hesaplanmistir. Sirolimus
grubunda erken apoptoz orani %7.69, ge¢ apoptoz oran1 %4.31, dlii hiicreler %8.10,
canlt hiicreler %79.90 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubuna kiyasla canli hiicre
yiizdesindeki bu azalma Sirolimusun hiicreler iizerindeki negatif etkisini
gostermektedir. Bu analiz literatiirde yer alan ve bu g¢alismada WST-1 testi ile
gozlemlenen Sirolimus’un toksik etkisi nedeniyle hiicreleri 6ldiirdiigii yoniindeki

bulguyu destekler niteliktedir.

Sirolimus+ UDKA kombine grup sonuglarinda ise erken apoptoz orani %3.90, gec
apoptoz oran1 %1.34, olii hiicreler %7.81, canli hiicreler % 86.95 olarak dl¢lilmiistiir.
Kombine grupta UDKA’nin etkisi Sirolimus etkisini baskilamis ve en az canli hiicre
sirolimus grubunda goézlemlenmistir. Bu sonuglar Sirolimus grubundaki sonuclarla
kiyaslandiginda 6li hiicre ylizdesindeki azalma ve canli hiicre yiizdesindeki artis,
UDKA grubunun kontrol grubuna kismi benzerligi goz Oniinde bulundurularak

UDKA'’dan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Hiicre canlilik analizlerinin istatiksel degerlendirilmesinde, 6li hiicre yiizdesi
Sirolimus ve kombine grup aras1 hari¢ diger gruplar arasi istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,0001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda UDKA etkisi de anlamlidir. Geg
apoptoz/6lii yiizdesi istatiksel degerlendirilmesinde kontrol ve UDKA gruplar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=1.000). Geg¢ apoptoz/6lii hiicre yiizdesi orani
Kontrol-Sirolimus;  kontrol-kombine, UDKA- Sirolimus; UDKA- Kombine;
Sirolimus-kombine gruplar1 arasi anlamlidir (p<0.0001). Erken apoptoz yiizdesi

istatiksel degerlendirilmesinde Kontrol - UDKA arasi anlamli degilken (p=1.000),
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gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol-
Sirolimus; kontrol- Kombine, UDKA-Sirolimus; UDKA- Kombine; Sirolimus-
Kombine gruplar1 arast anlamlidir (p<0.0001). Canli hiicre yiizdesi istatiksel
degerlendirilmesinde gruplar arasinda ikili farklarin tiimi istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0.001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda UDKA etkisi de
anlamlidir. Kombine grupta UDKA nin etkisi sirolimusu etkisini baskilamistir. En az

canl1 hiicre sirolimus grubunda gozlemlenmistir.

Caligma sonunda elde edilen, Sirolimusun MHK ’lerdeki apoptozu arttirmasi literatiirle
uyumlu olarak beklenen bir sonugtur. UDKA nin hiicre proliferasyonu diizenledigini
gosteren bulgularin varligi ve UDKA’nin antiapoptotik etkileri ¢calismamizda elde
ettigimiz kombine grupta UDKA’nin Sirolimus etkisini baskilamasiyla uyumludur

(Hempfling et al, 2003, Kowdley, 2000).

Sirolimusun memelideki hedef proteini olan mTORun 6nemli fonksiyonlarindan bir
tanesi 4EBP-1/ elF4E {izerinden hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde yer alan proteinlerin
(siklin D1, c-myc, ortinin dekarboksilaz) mRNA translasyonlarini diizenlemesidir
(Kotb, 2012). Sirolimusun varligiyla mTOR bu islevini gergeklestiremez. Sirolimus-
FKBP ile bir kompleks olusturarak T hiicre dongiisiinde G1/S faz1 gegisi icin gerekli
olan siklin/cdk kompleksinin aktivasyonunu engelleyip, T hiicre aktivasyonunu
onlemektedir. Boylece hiicrelerde mitotik aktivite azalir (Lazaridis et al., 2001,
Ikegami & Matsuzaki, 2008, Serviddio et al., 2004).

UDKA’nin hiicre dongiisii lizerindeki etkileriyle ilgili ¢aligma literatiirde az sayida
bulunmaktadir. Tsagarakis ve ark. HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicreleriyle
yaptiklart caligma yiiksek konsantrasyondaki UDKA’nin hiicre dongiisiiniin

ilerlemesini geciktirdigi yoniindedir (Tsagarakis et al., 2010).

Bu ¢alismada Sirolimus, UDKA, Sirolimus+ UDKA ve kontrolden olusan dort deney
grubuna Muse cell cycle kit kullanilarak hiicre dongiileri Muse® Cell Analyzer ile
hesaplanmistir. Kontrol ve UDKA uygulanmis grupta G2/M fazlarinin yiizdeleri
sirastyla %19.3 ve %18.9° dur. Sirolimus uygulanan grupta G2/M faz1 %15.9 ’a
diigsmiistiir. Veriler Sirolimus grubunda mitotik aktivitenin azaldigini géstermektedir.
Sirolimus+ UDKA grubunda ise azalan mitotik aktivitenin Kontrol ve UDKA grubuna

benzer sekilde yliksek oldugu saptanmugtir.
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Hiicrelerde kararsiz yapida olarak bulunan serbest radikaller organizmada bulunan
kararli molekiillerin yapilarin1 bozarak oksidatif reaksiyonlarin olusumuna neden
olmaktadir. Bu durumdan yag, protein, DNA, RNA gibi onemli bilesikler zarar
gormekte bu da hiicre ve dokularda hasarlara neden olmaktadir. Antioksidatif 6zellige
sahip molekiiller ise serbest radikallere kolayca yakalayabilecekleri bir hedef elektron
olusturarak sabit bir yap1 olusmasini saglar (Cheeseman & Slater, 1993, Aydemir &
Sar1, 2009, Karafakioglu, 2010).

Bu arastirma projesinde; antioksidatif etkinlige bakmak amaciyla deney gruplar lipit
peroksidasyonu, glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz olmak iizere

dort ayr1 oksidatif stres parametresi ile enzimatik olarak degerlendirilmistir.

Literatiire bakildiginda UDKA’nin MKH’lerde antioksidatif etkinligiyle ilgili
herhangi bir ¢calisma mevcut degildir. Ancak hiicre temelli ¢alismalara bakildiginda
ise Akdemir ve ark. 2015 yilinda sigan ovaryumlarinda iskemik/ reperfiizyon ile
olusturulan bir yara modeli ile yaptiklari ¢alismada UDKA kullanilan grupta 6dem ve
malondialdehit seviyelerinde (MDA-oksidatif stres parametresi) azalma, diger
oksidatif stres parametreleri olan y -glutaminsistein sentetaz (y-Gcs) mMRNA ve
glutatyon (GSH) seviyelerinde ise artis oldugunu gézlemlemislerdir (Akdemir et al.,
2015).

Lapenna ve ark. ise yaptiklari bir ¢alismayla UDKA’nin Fe+3 ve OH- molekiillerini
baglayarak antioksidan etki gosterdigini belirtmislerdir. En iyi yakalamay1 29 mM
konsantrasyonunda gostermistir (Lapenna et al., 2002).

Perez ve Briz ¢alismalarinda UDKA’nin Fe™ ve OH- molekiillerini baglayarak ve
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz seviyelerine etki ederek

dogrudan ve dolayl olarak antioksidatif 6zellik gdsterdigini gézlemlemislerdir (Perez

& Britz, 2009).

Qi ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir c¢alismada in vitro ve in vivo selenyum
kullanilarak olusturulan oksidatif stresin UDKA tarafindan engellendigini
gozlemlemislerdir. Antioksidatif kapasiteyi degerlendirmek icin total antioksidatif
kapasite (T-AOC), Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon rediiktaz
(GR), Glutatyon peroksidaz (Gpx), Glutatyon s-transferaz (GST), indirgenmis
glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) parametrelerime bakmiglardir. UDKA ile
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T-AOC ve diger antioksidan enzim degerleri yiikselmis, MDA seviyesinin ise azaldigi

gozlemlemislerdir (Qi et al., 2012).

Bu arastirmada; lipit peroksidasyon diizeyi istatistiksel agidan p=0,001 Gnem
seviyesinde UDKA- kombinasyon grubu i¢in anlamli bulunurken (p=0.031), diger
ikili gruplar arasindaki farklarin tiimii anlamsiz olarak bulunmustur. Glutatyon
peroksidaz diizeyi ise istatistiksel agidan p<0.001 6nem seviyesinde Kontrol-UDKA
aras1 hari¢ (p=0,085) diger tiim ikili gruplar i¢in anlamlidir. Katalaz diizeyi p<0.001
onem seviyesinde Kontrol- UDKA, Kontrol- Kombine, UDKA- Kombine gruplari i¢in
anlamli bulunurken, Kontrol- Sirolimus, UDKA- Sirolimus ve Sirolimus- Kombine
gruplar1 arasinda anlamsiz olarak saptanmustir. Siiperoksit dismutaz diizeyine
bakildiginda tiim gruplar arasindaki ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.001).

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda; Lipit peroksidasyon parametresi agisindan
bakildiginda yalniz sirolimus kullaniminin oksidatif stres yarattigi, yalmz UDKA
kullanimiin oksidatif stresi azalttigi, ancak birlikte kullanimlarinda anlamli bir
etkinin olmadigin1 goézlemledik. Bunun yaninda Glutatyon peroksidaz ve katalaz
paremetreleri agisindan bakildiginda ise beklenen etkiyi gozlemleyemedik. Bu durum
sirolimusun yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerinde bir oksidatif stres
yaratmasini beklememize karsin, Kofman ve ark. yaptiklar: ¢alismadaki sirolimusun
yetiskin kok hiicrelerde antioksidatif gen ekspresyon diizeyini arttirarak, oksidatif

stresi azaltmasini1 gozlemlemeleriyle agiklanabilecek bir sonugtur (Kofman, 2012).

SOD parametresi agisindan bakildiginda ise, sirolimus kullanimi ile azalan stiperoksit
dismutaz enzim diizeyinin, kombinasyon grubunda UDKA’nin etkisiyle arttigi

gozlemlenmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Sirolimus yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerinde sitotoksik etki

gostermektedir.

Sirolimus- UDKA kombinasyon grubunda canli hiicre, 6lii hiicre, erken ve geg
apoptoz yiizdeleri acgisindan kontrol grubuna daha yakin degerlerde

saptanmistir. Bu bulgularin UDKA etkisiyle oldugu diisiiniilmiistiir.

Sirolimus ve UDKA etken maddelerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amactyla, bu etken maddeler hiicreler tizerine 1 nM-100 uM doz araliginda 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon periyodlari siiresince uygulanmigtir. WST-1 testi
ile gergeklestirilen analiz sonucunda Sirolimus’un yag doku kaynakli MKH’ler
tizerindeki ICso dozu 48. saatte 15.85 uM olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte, giincel literatiir verileriyle de uyumlu olarak UDKA’nin hiicreler

tizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin bulunmadigi belirlenmistir.

Organ ve doku nakilleri sonras1 immunsiipresif tedavi ve yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicre uygulamasi birlikte yapilan hastalarda UDKA
kullanimin, mezenkimal kok hiicre popiilasyonu iizerinde pozitif etkiler
olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu anlamda UDKA ’nin klinik uygulamalar

i¢in yeni bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Konu ile ilgili in vitro ¢alismalar ve basarili sonuglar alinirsa insan ¢alismalari

hiicresel tedavilerde UDKA’nin rutin kullanima sunulmasi agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.
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Genetik Opsiyonu

2004-2007 Ozel Amid Lisesi

2003-2004  Sehit Namik Tiimer [Ikdgretim Okulu

Yabanc Dil

Ingilizce Ege University School of Foregein Languages, English Language
Department Preparatory Unit, Proficiency Exam Certificate Exam
Result: 73%

Egitim Sertifikalar:
Ege Universitesi Egitim Fakiiltesi Formasyon Sertifikasi

New Brunswick Marka 170S Model CO; Inkiibatér Cihazina Iliskin Kullanict Egitim
Programi 14.11.2014

Olympus Marka S761 Model Stereo Mikroskop Cihazina Iligkin Kullanici Egitim
Programi 14.11.2014
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ISO / IEC 17025:2005 Deney ve Kalibrasyon Laboratuvarlarinin Yeterliligi
12.03.2013

OHSAS 18001:2007 Is Saglig1 ve Giivenligi Yonetim Sistemi 11.03.2013

ISO 14001:2004 Cevre Yonetim Sistemi  10.03.2013

Staj

E.U Tiip Bebek Merkezi 01.02.2013-28.02.2013

E.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Molekiiler Tip

Laboratuvari ( Zorunlu Staj) 17.07.2012-23.08.2012
E.U. Niikleer T1ip Anabilim Dali 02.01.2012-09.03.2012
E.U. Tibbi Patoloji Anabilim Dal 12.10.2010-24.12.2010

Katilim Sertifikalari

2nd International Congress On Stem Cell And Celluler Therapies/ ANTALYA 15-18
Ekim 2015

Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yasam, Bilim ve Etik Semineri/IZMIR 20
Mart 2014

Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Uyum Egitimi/IZMIR 7 Mart 2014
Ege Universitesi Temel K6k Hiicre Egitim Semineri Egekok/IZMIR 25 Ocak 2014

Uluslararas1 Katimli 9. TUGEN Molekiiler Biyoloji ve Genetik Kis Okulu/
ISTANBUL 24-26 Subat 2012

18. Ulusal Biyoloji Ogrenci Kongresi/ISTANBUL 4-9 Temmuz 2011
Geleneksel 3. Kok Hiicre Sempozyumu/IZMIR 30 Nisan 2011

Ege Universitesi 8. Kariyer Giinleri/IZMIR 4-5-6 May1s 2010
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Bilgisayar Bilgisi

Microsoft Office Word — Excel — Powerpoint, Internet

Projelerde Aldig1 Gorevler

Ursodeoksikolik Asidin Sirolimusa Maruz Kalmis Insan Kemik iligi Kaynakl
Mezenkimal K&k Hiicre Hatt1 Uzerine Etkilerinin incelenmesi. Ege Universitesi, 15-

TIP-010, ARASTIRMACI, 2015-Halen

Hipoksik Ortamda Otolog Serumla Elde Edilen insan Adipoz Kaynakli Mezenkimal
Kok Hiicrelerde Kriyoprezervasyon Etkisi, Proliferatif Ve Kondrojenik Farklanma
Kapasitesinin Incelenmesi. Ege Universitesi, 15-TIP-011, ARASTIRMACI, 2015-

Halen

Hipoksik Ortamda Otolog Serumla Elde Edilen insan Adipoz Kaynakli Mezenkimal
Kok Hiicrelerde Kriyoprezervasyon Etkisi, Proliferatif Ve Kondrojenik Farklanma

Kapasitesinin incelenmesi. Ege Universitesi insan Etik Kurulu, 2015

Dergilerde Yayinlanan Makaleler

Sir Gozde, Arisu Esra, Yigittiirk Giirkan, Cavusoglu Tiirker, Avci Cigir Biray, Celik
Servet, Erbas Oytun, Uyanikgil Yigit, Oksitosinin Hiicresel Tedavide Kullanilma
Potansiyeli Review, 2015, FNG Bilim Tip Dergisi 2015;1(3):163-169

Sir Gozde, Tekeli Senem, Kiirek¢i Sebnem Yildirim, Naghavi Esra Arisu, Cavusoglu
Tiirker, Uyanikgil Yigit, Kordon kan1 kok hiicreleri ve klinik kullanimi1 Review, 2016,
FNG Bilim Tip Transplantasyon Dergisi 2016;1(2):53-58

Tekeli Senem, Naghavi Esra Arisu, Gok¢e Burak, Sir Gozde, Yigittirk Giirkan,
Cavusoglu Tiirker, Uyanikgil Yigit, Kok hiicreler; mezenkimal kok hiicreler ve giincel
klinik uygulamalart Review, 2016, FNG Bilim Tip Transplantasyon Dergisi
2016;1(2):72-83
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Poster ve Bildiriler

2.Uluslararas1 Kok Hiicre Ve Hiicresel Tedavi Kongresinde ‘Investigation Of The
Effect Of Oxytocin On AT-MSC Exposure With Tacrolimus’ konulu poster, 15-18
EKIM/ANTALYA
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