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OZET

HIiPOKSIK ORTAMDA OTOLOG SERUMLA ELDE EDIiLEN
INSAN ADIiPOZ KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERDE KRIYOPREZERVASYON ETKIiSI,

PROLIFERATIF VE KONDROJENIK FARKLANMA
KAPASITESININ INCELENMESI

Insan kaynakli adipoz (yag) dokusundan elde edilen mezenkimal kék hiicrelerin
izolasyonu, ekspansiyonu, kriyoprezervasyonu ve izole edilen kok hicrelerin
diferansiyasyon kapasiteleri aragtirllmistir. Bu konuda tilkemizde ve diger Ulkelerde
yapilmis c¢alismalarda farkli izolasyon, ekspansiyon, Kkriyoprezervasyon ve
diferansiyasyon yontemleri kullanilmis olmasina ragmen hayvan kaynakli serum

icermeyen otolog serum ve hipoksik kultlr kosullarinda yapilmis bir ¢calisma yoktur.

Cerrahi kosullarda daha 6nce belirlenen protokoller ¢cergevesinde 10 adet 25-52 yas
aras1 kadindan alinan abdominal yag orneklerinden mezenkimal kok hucre eldesi
saglanmistir. Ayn1 hastaya ait kok hucreler hipoksik ve normansi kosullarda
kiltire edilmis 1., 3., ve 5. pasajlarda hicre canliligi, mezenkimal kok hicre
karakterizasyonu, dondurup/¢c6zme ve kikirdak yoniine dogru farklanma bu

caligmada gozlemlenmistir.

Bu calismayla birlikte bugine kadar hipoksik kiltiir ortaminda yag doku kaynakli
mezenkimal kok hucrelerle ilgili mevcut bilgilere otolog serum uygulamasi
eklenerek konuda genisleme, yenileme ve iyilestirme olusturulacagi ayn1 zamanda
standart bir protokol gelistirilip ileride in vivo ¢alismalarla desteklenerek klinikte
kullanima 151k tutacagr diisinilmektedir. Bu kapsamda g¢alismanin rejeneratif tip

uygulamasi ve metodolojik agidan oldukga 6nemlidir

Anahtar Kelimeler: Adipoz doku kaynakli mezenkimal k6 k hiicre; Otolog

serum; Dondurma/cozme; Kikirdak farklilasmasi; Trehaloz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CRYOPRESERVATION,
PROLIFERATIVE AND CHONDROGENIC DIFFERENTIATION
CAPACITY ON HUMAN ADIPOCYTE-DERIVED MESENCYMAL STEM
CELLS OBTAINED IN HYPOXIA WITH AUTOLOGOUS SERUM

Isolation, expansion, cryopreservation of mesenchymal stem cells obtained from
human fat tissue and investigation of differentiation capacities of isolated stem
cells. Although there is different isolation, expansion, cryopreservation and
differentiation methods used in studies in our country and in other countries, there is
no study on animal derived serum free autologous serum and hypoxic culture
conditions.

Mesenchymal stem cells were obtained from 10 abdominal fat samples taken from 10,
25 to 52-years-old females within the framework of previously defined protocols in
surgical conditions.

Cell viability, mesenchymal stem cell characterization, freezing / thawing and
chondrogenic differentiation in the hypoxic and normal cultured of 1-3-5 passages of
the same patient were observed in this study.

With this study, it is thought that in the hypoxic culture medium, expansion,
renewal and improvement in the subject will be made by adding autologous
serum application to existing information about mesenchymal stem cells derived
from adipose tissue, and at the same time a standard protocol will be developed
and supported by in vivo studies in the future. Working within this context is

very important in terms of regenerative medicine application and methodology.

Key Words: Adipose tissue-derived mesencymal stem cells, Autologous serum,

Freezing/thawing, Chondrogenic differentiation, Trehalose
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GIRIS VE AMAC

Kok hicreler, vicudumuzda bulunan tim hicre, doku ve organlarin temelini
olusturmaktadir. Ozellesmemis olan kk hiicreler cok sayida béliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme 6zelligine sahiptir. Bu hiicreler 6zellesmis olan hicrelere kaynak
olabilir ve hasarlanmis olan dokuyu onarma yetenegine sahip olan hucrelerdir.
Gunumuizde kok hucrelerin kullanildigr yeni tedavi yodntemlerini duzenlemeye
yonelik ¢ok sayida arastirma diinyanin 6nde gelen pek ¢ok arastirma kurulusunda
yuratilmektedir. Transplantasyon isleminde alicinin kendine nakledilen dokulari
yabanct saymasini Onlemek amaciyla immunsupresifler  uygulanmaktadir.
Immiinsupresyon, bagisiklik sisteminin gesitli yontemlerle baskilanmas: islemidir.
Immiinsupresyonda, antijen taninarak T hiicrelerinin antijeni tanimasi, cogalmast,

farklilagmasi ve antikor yapimi islevi baskilanmaktadir (1,2).

KOk hiicre tabanli tedaviler hastalara biliyilk umut vadetmektedir. Klinikte
hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre uygulamasi mevcutken embriyonik kok
hiicre uygulamasinin yeri yoktur. Embriyonik kok hiicreler immun redde neden olan
HLA ekspresyonundan yoksun olmalarina ragmen etik ve politik nedenlerin yani sira
in vivo teratom olusturma riskinden dolayr kullanilmamaktadir. Mezenkimal kok
hicrelerin (MKH) farklanma potansiyeli, embriyonik kok htcreler (ESC) ve
indiiklenebilir pluripotent kok hiicreler (1IPSC) gibi pluripotent kok hiicrelere kiyasla
nispeten kisitl olmasina ragmen, nakledilen kok hiicrenin in vivo teratom olusturma
riski agisindan hiicre tabanli tedavide daha giivenilir bir kaynaktir (1). MKH’ler
diisiik immunreaktivite ve tiimorojenite 6zellikleri yaninda yiliksek immiinsupresif ve
immunregiilator 6zellikler gostermeleri onlar otolog ve allojenik tedavide kullanim

icin uygun birer kaynak haline getirmektedir (3,4,5).

Multipotent mezenkimal kok izolasyonunda asil kaynak kemik iligi olmasina ragmen
aspirasyon prosediiriiniin olduk¢a invaziv olusu, farklilasma ve dayaniklilik
potansiyellerinin yagsla birlikte azalmasi alternatif kaynaklar gelistirmeyi glindeme
getirmistir (1). Otolog hiicre tabanli tedavilerde en fazla kullanilan mezenkimal kok
hiicre kaynaklart; kemik iligi ve yag dokusu kaynakli kok hiicrelerdir. Benzer morfoloji
ve immun fenotiplerlere sahip olmalarina ragmen, yag dokusu daha yiiksek

konsantrasyonda MKH icermektedir (1,3,4).



Insan adipoz dokusunun 1 grami yaklasik 1x10° adipoz kaynakli MKH
barindirmaktadir. 1 ml yag dokusu ayni miktardaki kemik iligi ile karsilastirildiginda
500 kat daha fazla kok hiicre icerir (6). Kemik iligi aspirasyonuyla karsilastirildiginda,
yag kaynakli MKH’lerin lipoaspirasyon ve abdominoplasti gibi daha kolay yollarla
elde edilebilmesi ve operasyon sonrasi atik materyali olmasi diisliniildiigiinde etik ve
pratik anlamda daha uygun bir kaynaktir (4). Kriyoprezervasyon amaciyla en ¢ok
kullanilan hidroskopik polar bir bilesik olan DMSO’dir. Son yillarda kullanilan
trehaloz ise membran stabilizasyonunu saglayarak dondurma sirasinda koruyucu rol
oynayan gorece daha yeni bir kriyoprotektandir. Kimyasal ve dogal yapisi, dondurma
esnasinda koruyucusu camsi bir form almasimi saglar. Hiicrede camsi matriks
olusumu, letal buz kristalleri potansiyelini inhibe ederek hiicre hasarini minimal

duzeye indirir (7).

Yapilan bu deneysel calismada; insan kaynakli yag dokusundan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu, ekspansiyonu, Kriyoprezervasyonu ve izole
edilen kok hucrelerin diferansiyasyon kapasiteleri arastirilmistir. Bu konuda
tilkemizde ve diger lilkelerde yapilmis caligmalarda farkli izolasyon, ekspansiyon,
kriyoprezervasyon ve diferansiyasyon yontemleri kullanilmis olmasina ragmen
hayvan kaynakli serum i¢ermeyen otolog serum ve hipoksik kiiltiir kosullarinda

yapilmis bir ¢aligmanin olmamasi arastirmanin 6zgiinliglidiir.

Giincel literatiirler incelendiginde yag dokunun yumusak doku defektlerinin tamirinde
otolog kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu, bununla beraber dokunun ve icerdigi
kok hiicrelerin farkli izolasyon, c¢ogaltma, saklama kosullari (zerine yontemleri
kullanarak etkinligi incelenmis olsa da ¢calisma sayisinin azligi, birbirine zit sonuglarin
elde edilmesi ve heniiz diinya genelinde bu konuda klinige uygun etkin ve verimli bir

standardin olusturulamamis olmasi ¢alismanin diger gerekgesini olusturmaktadir.

Bu ¢alismanin amact; yag doku kaynakli MKH’de otolog serum kullanilmasi, bununla
ilgili protokollerin gelistirmesi, hipoksik ortam ve otolog serum etkilerinin
proliferasyon, kriyoprezervasyon ve farklilasma iizerine etkilerinin incelenmesidir. Bu
sekilde standardize edilmis MKH’lerin; dondurma ¢O0zme sonrasi verilerin de
incelenecegi c¢alisma; her basamakta hastanin kendi kanindan elde edilen serum
kullanilarak insan yag dokusu hiicreleri fizyolojisine uygun olan hipoksik kiiltiir

teknigi standardizasyonun yapilacak olmasi hiicre bankacilifi ac¢isindan ele



alindiginda alternatif bir kaynak olarak diisliniilmektedir. Bu ¢alismayla birlikte
bugiine kadar hipoksik kiiltiir ortaminda yag doku kaynaklit MKH ile ilgili mevcut
bilgilere otolog serum uygulamasi eklenerek konuda genisleme, yenileme ve
iyilestirme olusturulacagi ayn1 zamanda standart bir protokol gelistirilip ileride in vivo

caligmalarla desteklenerek klinikte kullanima 151k tutacag diistiniilmektedir.



GENEL BIiLGILER

1.1. Kok Hicreler

Viicudumuzdaki tim hiicrelere ana kaynak olan kok hiicreler; ¢ok sayida boliinebilme
ve kendilerini yenileyebilme 0&zelligine sahip, Ozellesmemis ancak Ozellesmis
hiicrelere kaynaklik edebilen ve hasarlanmis olan dokuyu tekrar olusturup eski
fonksiyonunu kazanmasini saglayan hiicrelerdir. Ginumuzde kok hicrelerin
kullanildig1 yeni tedavi yontemlerini diizenlemeye yonelik ¢ok sayida aragtirma

diinyanin 6nde gelen pek ¢ok arastirma kurulusunda yiiriitiilmektedir (3).
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Sekil 1: Telomerlerin her hiicre boliinmesinde kisalir

1.2. Kék Hucrenin Genel Ozellikleri

Islevsel olarak diferansiye olmamis, koken olarak degisik karekterlere doniisebilmeye

hazir olan kok hiicreler temelde ii¢ 6zellik ile tanimlanabilir.



1.2.1. Self-renewal (Kendini yenileyebilme)

Kok hiicreler koklulik yeteneklerini koruyacak sekilde diferansiye olmadan ¢ogalarak
kendini yenileyebilme O6zelligine sahiptir. Boliinen hiicreler iki adet farklilagacak
hiicreyi olusturabilecegi gibi iki adet kok hiicreyi de meydana getirebilir ki buna
“simetrik boliinme” denir. Biri kok hiicre olarak devam ederken digeri progenitor
hiicre olabilir, bu durumda “asimetrik hiicre boliinmesi” olarak tanimlanir. Hiicrelerin
kaderi i¢ ve dis faktorlerle belirlenir. Hiicrenin ne olacagim belirleyen bu faktorler;
hiicre dis1 matriks bilesenleri, hiicre- hiicre temasi, adezyon molekiilleri, nis
(mikrogevre), sinyal yolaklari, sitokinler, cesitli bliyiime faktorleri, simetrik ve

asitmetrik hiicre boliinmesi olarak siralanabilir (8).

Hicre kaderinin (cell-fate) belirlenmesinde en 6nemli mekanizma asitmerik hicre
bolinmesidir. I¢ ve dis faktorlerce belirlenen asitmetrik hiicre béliinmesinin
gerceklesebilmesi icin ilk sart hiicre kutuplagsmasidir. Dis sinyaller; kok hiicre ve nig
arasindaki iletisim sayesinde gerceklesir. Yapisal proteinler ve molekiiller hiicrede esit

olmayan sekilde konumlanmistirlar (8,9).

Sitoplazmada protein dagilimi da homojen degildir, hiicrenin bazal ve apikali farkli
proteinleri ihtiva edebilir. Kok hiicrelerde asimetrik hiicre boliinmesi “spektozom”
olarak isimlendirilen cisimcik tarafindan saglanir. Bolinme mekigi bu 06zgiil
proteinlerin oldugu tarafa dogru hareket eder ve bu ydnlenmede zonula adherens
baglanti kompleksinin iliski kurdugu aktinlere baglanan E-kaderin etkilidir. g
sinyallerde ise hiicreler baska bir hiicreyle temas halinde ya da baglantili degildir. Bu
durumda sitoplazmik kutuplasma pek beklenemez. Boliinme mekigi kutuplagsmasini
bir dnceki boliinmeye gore yapar, mekik bir 6nceki nisin neden oldugu bilgiye gore

konumlanir (8,9,10,11).

1.2.2. Plastisite (Farkhilagsma)

Kendisine 6zgli programlar ya da gen ifadesinin yonlendirilmesiyle gergeklesen
fonksiyonel olarak erigkin bir hiicre olana kadar gergeklesen biyokimyasal ve fenotipik
asamalarin tamami farklilasma olarak tanimlanir. Farklilagsmay1 kontrol eden bircok

etken vardir. Asimetrik hiicre boliinmesi, biiyiime ve farklilasma faktorleri, hiicrenin



kararlanma asamalari, sitoplazmik farkliliklar, morfogenler, gen metilasyonlari,
histonlar, homeotik genler, hiicreler arasi baglanti kompleksleri, hiicre dis1 matriks
proteinleri, sinyal yolaklar1 ve epigenetik faktorlerin tiimiiniin toplu olarak etkisiyle

meydana gelir (8).

Farklilasmanin belirlendigi ilk yer, hiicrenin blastosist doneminde ge¢irdigi trofoblast
ya da i¢ hiicre kitlesini olusturdugu kararlanma asamadir. Bu kararda nis, sitoplazmik
0zgiin proteinlerin kutuplasma bolgeleri ve asitmetrik boliinme etkili iken ikinci
kararlama asamasi, 16-32 blastomerli evrede i¢ hicre kitlesinin epiblast ya da
hipoblast olma kararidir. Bu karar agamasinda Oct4, Sox2, Nanog gibi transkripsiyon
faktorleri etkilidir. Hicre epiblast olarak ileride ektoderm, mezoderm ve endoderm
olan ii¢ germ yapragini, trofoblast olarak plasentaya ait kisimlar1 ve hipoblast olarak

vitellus kesesini olusturabilme yetenegine sahiptir (8,9,10,11).

Esey hiicreleri disindaki tiim hiicrelerin genomu aynidir. Hiicreler birbirinden gen
ifadesi mekanizmasiyla ayrilir. Epigenetik kontrol sistemi, farklilagsma iizerindeki en
belirleyici noktadir. DNA ve histon metilasyonu, kok hiicrenin progenitor ya da
Ozellesmis hiicre secimini etkiler. DNA metiltransferazlar araciligiyla Oct4 ve Sox2
gibi genler metillenerek promotor kisimlar1 baglanir ve hiicre farklilagma periyoduna
girer. DNA metilasyonu ile kokliigliniin devamini saglayan genlerin ifadesi azalarak
hlcrede heterokromotin bolgeler artarken 6kromatin alanlar azalir. Sinyal yolaklarinin
da farklilasma {izerine etkileri vardir. JAK/STAT, Wnt, B-Katenin, Mapk-ERK,
Delta/Notch yolaklari, TGF-B, Fibroblast biiyiime faktorii (FGF), Retinoik Asit (RA),
Losemi inhibitor faktor (LIF), Kemik morfogenetik protein (BMP) biyume faktorleri
ve sitokinler, Sonic Hedgehog (SHH) gibi morfogenler etkilidir. TGF-$ ve FGF gibi
biiylime faktorleri bir ligand gibi reseptére baglanarak onun tirozin kinaz etkinligi
kazanmasma neden olur. Reseptdr tirozin kinaz araciligi ile fosforile olan bazi
sitoplazmik proteinlere transkripsiyon faktorleri baglanarak hiicre farklanmaya gider
(12).



1.2.3. Pluripotensi (Koklultk)

Kok hiicrelerin diger hiicrelerden ayirt edilmesini saglayan hiicresel ve molekiiler
Ozelliklerini tanimlamak igin pluripotensi kavrami kullanilmaktadir. Hiicrelerin
yuzeyinde yer alan belirtegler veya hiicre- hiicre yapisma molekiilleri kullanilarak kok
hiicre tipi belirlenebilmektedir. Bu belirteglerden bircogu farklilasma kiimeleri
(clusters of differentiation, CD) olarak bir baslik altinda toplanmistir. Ektoderm,
endoderm ve mezoderm tabakalarina ve bu ili¢ germ yapragmin tiirevlerine
farklilagabilme kabiliyetine kokliiliikk denir. Pluripotensi; transkripsiyon faktorleri,
kromatin diizenleyiciler, bazi proteinler ve epigenetik mekanizmalar gibi i¢ faktorler
ile hiicre - hiicre temasi, reseptor - ligand etkilesimleri, sitokinler, biiyiime faktoleri ve
cok sayida sinyal iletim mekanizmalar1 gibi dis faktorlerin dengesiyle saglanir ve

korunur (13,14).

1.3. Kok Hiicrelerin Tiirlerine Gore Siniflandirilmasi

Kok hcreler tirlerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve

unipotent olarak siniflandirilirlar.

Totipotent kok hucreler; ovosit ve spermin birlesip kaynagmasi anlamia gelen
fertilizasyondan sonra 4- 8 blastmerli evreye kadar olan bitlin blastomerler totipotent
Ozelliktedir. Totus - Tam, boliinmemis; Potentia - Giig; Totipotent hiicre ise her seyi
yapabilen anlamina gelir, bir birey olusturabilir. Erken embriyonik donemdeki bu
blastomerler, embriyo ve embriyo digi tim yapilari olusturabilir, embriyo dis1

membran ve organlara kaynaklik edebilirler (8,10).

Pluripotent kék hicreler; Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler. Pre-
implantasyonun 5. giiniinde totipotent hiicreler i¢i sivi dolu bir kitleye “Blastosist”
farklilagirlar. Blastosist; blastosdl boslugu, trofoblast ve i¢ hiicre kitlesini yani
embriyoblastt icerir. Trofoblast vitellus kesesini, embriyoblasttan ise doku ve
organlara kaynaklik eden ekdoderm, mezoderm ve endodermi meydana getirecek
yaklasik 250 c¢esit hiicre gelisir. Bu hiicrelere embriyonik kok hiicre (EKH) denir.
Fakat totipotent kok hiicre gibi kendi basina bir birey olusturamaz (8,10).



Multipotent kok hicreler; Eriskin tip kok hiicrelerdir, farklilagma yetileri daha az
olan bu kék hiicre tipi bulundugu dokunun &zellesmis hiicre tiplerine doniisebilir. Ust
iiste farklilasma geciren pluripotent kok hiicreler zamanla 6zellesmis eriskin hiicrelere
dontistirler. Farklanmis hiicreler arasinda bulunan farklilagsmamis eriskin kok hiicreler
aldiklar1 sinyallerle 6zellesmis hiicrelere dontisebilirler oligopotent kék hicreler
olarak, tek bir hiicre tipine farklilagabilen kok hiicreler unipotent kok hticre olarak
siiflandirilir (10).
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Sekil 2: Kok Hucre Tipleri
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Sekil 3: Kok hiicre tipleri ve germ yapraklar

1.4. Kok Hiicrelerin Elde Edildigi Kaynaga Gore Simiflandirilmasi

Kok hiicreler temelde elde edildikleri kaynaga gore embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kok hiicreler olarak ikiye ayrilirlar. Embriyonik kok hiicreler,
embriyonun erken gelisim siirecinde blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
hiicrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler ise; eriskin
kok hiicreler, fetus kok hicreleri, kadavradan elde edilen kok hiicreler, gébek kordonu

ve plasenta kok hacreleridir (9).

1.4.1. Embriyonik Kok Hucreler (EKH)

Blastokist asamasindaki embriyonun (4-5 gunluk) i¢ hicre kitlesinde yer alan,
pluripotent karakterde yani gelisim sirasinda embriyoya ait 3 germ tabakasina
(endoderm, mezoderm, ektoderm) ve bu tabakalardan koken alan farkli hiicre tiplerine
doniisebilme yetkinliginde olan farklilasmadan cogalabilme 6zelligine sahip olan
hiicrelerdir (9,15). Kendini yenileme, hayatta kalma ve farklanmada farkli sinyal

yolaklari, proteinler ve transkripsiyon faktorleri, hiicre- hiicre etkilesimleri, parakrin



ve otokrin faktorler, epigenetik mekanizmalar ve reseptor ligand etkilesimleri gibi i¢

ve dis etkenler rol oynar.

EKH kendini yenilerken diferansiye olmamasi i¢in farklilasma inhibisyonu gereklidir.
Farklilasmadan ¢ogalmadaki en dnemli mekanizma protein glukoprotein 130 (gp130)

tizerinden gerceklesen LIF / JAK / STAT3 yolaklarinin mekanizmasidir.

EKH’ler farklilasmadan sinirsiz boliinebilme kapasitesindedir ancak in vitro
kosullarda farklilagmadan cogalmalar1 i¢in uygun kiiltiir ortamiin saglanmasi
gereklidir. EKH’ lerin tedavide kullaniminda en son nokta uygun besi ortami ve kiiltiir
sartlar1 saglandiginda, indiiklenerek farklilagmasinin istenilen ydnde kontrol
edilebiliyor olmasidir. Fakat klinik ag¢idan bakildiginda EKH’lerin kullanimi1, timor

olusturma riskini akla getirir (9,16).

EKH’ lerin yiizey belirtegleri; telomeraz aktivitesi ¢ok yiiksek olan alkalen fosfataz,
hiicre ylizeyinde bulunan glukoprotein SSEA 3 ve 4, hiicre dis1 matriks proteini TRA-
1-60 ve 81, CD 81, hiicre goglinde etkili osteopontin, CD 30, CD 9, CD 29, E-
kaderindir. Oct-4, Sox-2, STAT3, Nanog ve c-Myc gibi transkripsiyon faktorlerine
sahiptir. Telomeraz enzim aktivitesi yiiksek olan EKH’ lerin kontrolsiiz cogalmayla
timor olusturma riskinden dolayi. Bir¢ok iilkede etik, dinsel ve politik sorunlar
nedeniyle kullanimi smirladirilmigtir. Ulkemizde, 2005 yili Eyliil ayinda saglik
bakanlig1 genelgesiyle insan EKH’ leri ile yapilan her tiirlii uygulama ve arastirma

durdurulmustur (17).

1.4.2. Eriskin Kok Hiicreler (Embriyonik olmayan kok hiicreler)

Hematopoetik ve mezenkimal kok hiicreler iizerinde en ¢ok caligilan kok hiicreleri
tipleri olup multipotent 6zellikte olan yetiskin kok hiicreler sinifina girerler. Kas ve
iskelet sistemi, kalp ve damar sistemi, sinir sistemi, sindirim sistemi, epitel doku, testis

ve ovaryum kok hiicreleri unipotent 6zellikteki diger yetiskin kok hiicrelerdir (9).
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1.4.2.1. Hematopoetik Kok Hucreler

HKH’ler nisi ¢esitli ve karmasik olan, rejeneratif ve reperatif tipta kullanimi olan
multipotent kok hucrelerdir. Asimetrik hiicre bélinmesi gecirerek yeni bir kok hticre
uretebilecek self-renewal 6zelligine sahip oldugu gibi tiirlerine de farklilasabilirler.
Yani sira plastisite, homing ve mobilizasyon 6zellikleri vardir. Hematopoetik kok
hiicreler hematopoezle olusurlar. Ilk olarak vitellus kesesinde, aort gonad ¢ikintisi
mezonefroz (AGM) bolgesinde  hemingiosblastlardan ~ koken  alirlar.
Hemingiosblastlar; HKH ya da anjiyopoetik (endoteliyal) progenitorleridir. 5. haftanin
ortalarinda fetiis karaciger ve dalagma gelen hiicreler lenfoid ve miyoloid hiicre
serilerine dontiserek g¢ogalirlar. 12. haftada kemik iligine mobilizasyonla dokuya
yerlesirler. HKH’lerin karacigerden kemik iligine yerlesmesinde CXCL12, c-Kit,
integrin o, E- kadherin ve angiopoetin etkilidir. HKH mikrogevresi tanimlanmasi ile
gelismenin  kok hiicre ile c¢evresi arasindaki etkilesim ile dengede oldugu
belirlenmistir. Son yillarda yapilan caligmalarda Wnt, Notch, kemik morfojenik
protein, sonic hedgehog ve fibroblast biiyiime faktorii’niin HKH hiicre farklilasmasini

kontrol ettigi gosterilmistir (18,19).

Insan hematopoetik kok hiicreleri belirtecleri; Lin, CD34, CD38, CD43, CD45, CD59,
CD90, CD109, CD117, CD133, CD166 ve HLA-DR’ dir. Klinikte temel olarak CD34
pozitif CD90 pozitif kombinasyonu kullanilmaktadir (20,21).

HKH kaynaklart; Kemik iligi, periferik kan, kordon kani1 ve fetal karacigerdir. Her bir
kaynagin kendi i¢inde avantajlar1 ve dezavantajlar1 oldugu gibi, birbirlerine gore de
avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bu kapsamda kaynak olarak birine digerinden daha
1yi dir demek dogru degildir. Fakat glinlimiize kadar yapilmis ¢caligma sayis1 ve nakil
deneyimleri dikkate alinacak olursa kemik iligi HKK’leri daha ondedir (8,9,22).
Cogunlugu kemik iliginde bulunan HKH’lerin sitokinler araciligiyla periferik kana
mobilizasyonlarinin saglanabiliyor olmasi daha non invaziv olusundan Gtiirii mobilize
periferik kan kok hiicreleri olarak kullanilmaktadir. Gilinlimiizde hematopoetik kok
hiicre nakli malignensi, kemik iligi ve immiin rahatsizliklar gibi hastaliklarin

tedavisinde basar1 ile uygulanmaktadir (23).

HKH kaynagi olarak diger segenek kordon kanidir. Kordon kani igerisinde eritrosit,

lenfosit, 10kosit ve trombosit gibi kan hiicrelerinin yaninda yiiksek yogunlukta kok
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hicreler bulunmaktadir (24). Kordon kani kok hiicreleri, kemik iligi ve periferik
kandan izole edilen kok hiicrelerle kiyaslandiginda daha uzun telomerlere ve daha
yiiksek cogalma kapasitesine sahip ve daha naif hiicrelerdir. Bununla birilkte CD34
pozitif eksprese eden hiicre sayilar1 kemik iligine kiyasla ii¢ kat daha fazladir. Kordon
kan1 CD34+ hiicreleri yetiskin progenitor hiicrelere gore daha fazla migrator aktivite

gostermektedir (23,25,26).

1.4.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tarihcesi ve Tanim

Hematopoietik olmayan kok hicrelerin varlig: ileri Alman patolog Cohnheim
tarafindan ilk kez 130 yil once ileri siiriilmiistir. Cohnheim’in gdzlemleri, bu
hicrelerin fibroblast-benzeri morfolojiye sahip oldugunu géstermis ve kemik iliginin
yara iyilesmesi siirecinde rol alan fibroblastlarin kaynagi olabilecegini giindeme

getirmistir (27).

Friedenstein ve arkadaglari, 60’11 yillarin sonunda bu hiicreleri kemik iliginden elde
edilen fibroblast-benzeri hiicreler olmasi ve kiiltiir ortaminda ig seklinde olup koloni
olusturma 6zelligine sahip olmasi nedeniyle fibroblast kolonisi olusturan birim (CFU-
F) olarak tanmimlanmustir. /n vivo ve in vitro da hizla cogalmaya baslayan bu hiicrelerin
diger mezenkimal hiicrelere doniisebildigi ve plastik kiiltiir kabina yapistiklar1 rapor
edilmistir Friedenstein ve ark., 1972 yilinda bu hiicrelerin sadece kemik iliginde

olmayip, timus ve diger limfoid organlarda da var oldugunu gostermislerdir
(27,28,29).

Arnold Caplan, 90’ 11 yillarin basinda bu hiicrelerin adiposit, kondrosit ve osteosit gibi
mezengim kokenli diger hiicre tiplerine doniisebilme o6zelligi nedeniyle ilk kez

‘mezenkimal kok hiicre’ terimini kullanmagtir (30).

Mezenkimal kok hiicreler; Kemik iligi, adipoz doku, kordon, kordon kani, karaciger,
beyin, dis pulpasi, deri ve fetal dokularda bulunan farklilasmamus, yiiksek proliferatif
kapasitede kendini farklilasmadan yenileyebilme ozelligine sahip, mezodermal

farklilagma yetisi ¢ok yliksek olan kok hiicrelerdir (1,2).
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Sekil 4: Mezenkimal kok hiicrenin birinci pasaj goruntisu

2006 yilinda ISCT (Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi) MKH tanimlanmasinda

standardizasyon saglamak amaciyla minimal kriterler belirlemistir.
Buna gére MKH’ler;
1. Standart kiiltiir kosullarinda plastik kiiltiir kab1 yiizeyine yapismalidir (adezyon).

2. CD73,CD90 ve CD105 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. In vitro ve in vivo kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine doniisebilmelidir
(312).
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Sekil 5: Mezenkimal kok hiicre olarak tanimlanma kriterleri (32)

Mezenkimal kok hiiclerin nitelikleri ve fenotipleri hakkinda son yirmi yilda ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. 2019 yilinda yapilan bir arastirma itibariyle “Mezenkimal kok
hicre” terimi i¢in 3790000 internet aramasi kayd: bulunmaktadir. Mezenkimal kok
hiicrelerin biyolojik 6zellikleri konusunda daha fazla detay kesfedilip incelendiginde,
bu hiicrelerin gergek bir kok hiicre Olgiitlinii karsilayip karsilamadigi sorusu ortaya

cikmustir (34).

Bir hiicrenin kok hiicre olarak nitelendirilebilmesi icin, bu hicrelerin, simetrik hicre
boliinmesiyle, kendisiyle aynmi1 kok hiicre 6zelliklerine sahip iki yavru hiicre tiretmesi
icin kendini yenilemesi gerekir. Ayni zamanda, asimetrik hiicre boliinmesi veya
spesifik aktivasyondan sonra, olgun progenitdr hiicreler ya da farklilasmis efektor
hiicreler olusturabilmelidir. MKH’ler bu farklilasma kapasitelerini sergilerler ve bu
sebeple multipotent progenitor hicreler olarak nitelendirilirler. Ginimuzde uzmanlar,
MKH' lerin uygun stimiilasyonla osteoblast, kondrosit, tendinosit, adiposit, diz kas
hiicresi ve kemik iliginin stromal hiicresi de dahil olmak iizere oldukga farkli olgun

hiicreleri iiretebilecegi konusunda fikir birligine ulagsmistirlar (35,36).

MKH’ler, bulunduklar1 dokular olusturan hiicrelere farklilasabilme ve onlara spesifik

olan kendilerini yenileyebilme kapasiteleri bakimindan hiicre tabanli tedaviler igin
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potansiyel birer hiicre kaynagi olarak umut vaat etmektedirler. Bu hiicreler, hastanin
kendisinden elde edilebildigi i¢in allojenik nakillerde olusabilen dokunun immiin
reddiyle ilgili komplikasyonlar1 ortadan kaldirmaktadirlar. Farklilasmamis hiicreler
olan MKH’ ler, mezodermal farklilasabilme potansiyeline ve hizli ¢ogalma
kapasitesine sahip olduklarindan dolay1 yetiskin dokularda bulunan MKH’ ler klinik
uygulamalarda doku hasarlarinin rejenerasyonu i¢in tercih edilen bir kok hiicre
kaynagi olmaktadir. Yetiskin dokularda bulunan bu hiicreler kék hicre populasyonu
olarak izole edilebilip uygun kiiltiir sartlarinda ¢ogaltilabilmektedir. Adiposit, osteosit
ve kondrositlere kolayca farklilasabilmekle birlikte kiiltiir ortaminda embriyonik veya
hematopoetik hiicreleri destekleyebilmektedirler. Bununla birlikte endotel, néral, diiz
kas, iskelet miyoblastlar1 ve kardiyak miyosit hlcrelerinin de fenotipik 6zelliklerini

ifade edebildiklerini gosteren calismalar mevcuttur (37,38).

1.4.2.3. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari

Mezenkimal kok hiicreler; Kemik iligi, adipoz doku, kordon, kordon kani, karaciger,
beyin, dis pulpasi, deri ve fetal dokularda bulunan farklilasmamus, yiiksek proliferatif
kapasitede kendini farklilagmadan yenileyebilme 06zelligine sahip mezodermal
farklilagsma yetisi ¢ok yiksek olan kok htcrelerdir. Multipotent mezenkimal kok
hiicrelerin asil kaynagi kemik iligi olmasiyla birlikte kemik iligi aspirasyonunun
oldukca invaziv olusu, farklilagma ve dayaniklilik potansiyellerinin yasla birlikte

azalmasi alternatif kaynaklar gelistirmeyi giindeme getirmistir (1,2).

Mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak, kas gibi farkli hiicre tiplerine doniisiim
kapasitelerinin yaninda trettikleri birgok biiyiime faktorii ve sitokinler nedeni ile
immun baskilayici ve trofik etki potensiyeline sahiptir. Bu 6zellikleriyle 1990 yilindan
beri klinikte kullanilabilirlikleriyle ilgili pek ¢cok ¢alisma gerceklestirilmistir. Literatiir
taramasit yapildiginda bu amagcla kullanilan mezenkimal kok hiicre kaynaklarinin
yogunluklu olarak kemik iligi ve adipoz doku kaynakli oldugu goriilmektedir. Kordon
kani, kemik iligi ve adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin karsilastirmali olarak
calisildig1 yaymlar mevcuttur. Koloni olusturma kapasitelerinin karsilastirildigi bir
calismada en yiiksek kapasite adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler, onu takiben

kemik iligi ve en diisiik kapasite de kordon kani mezenkimal kok hiicrelerinde
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bulunmustur. Izolasyon basar1 oranlarina bakilan ayni ¢alismada kemik iligi ve yag
kaynakli olanlar %100’ e yakin iken, kordon kanindan izole edilen MKH’ ler de basar1

oranlar1t maksimum %30-38 olarak gosterilmistir (1,39).

Mezenkimal stromal hiicreler, kemik iligi, yag dokusu, i¢ organlar ve kan damarlari
ve amniyotik s1vi, amniyon zari, gébek kordonu veya plasenta gibi “gen¢ kaynaklar”
dahil olmak tizere birgok farkli yetiskin dokulardan da izole edilmis ve tanimlanmistir
(33). Kemik iligi disindaki dokulardan izole edilen MKH'lerin de ayni1 6zellikleri
paylastigi ve in vitro uyarimla osteoblastlar, kondrositler ve adipositlere
doniisebildigini gosteren ¢ok sayida deneysel kanit vardir. Bununla birlikte, simdiye
kadar, herhangi bir kaynaktan alinan MKH preparatlarinin, ektopik bolgelere
transplantasyondan sonra kendiliginden yag veya kikirdak iireten progenitor hiicreleri

icerdigi konusunda deneysel bir kanit yoktur (40,41,42,43).

Bu calismada kullanilan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler memeli
tiirlerinde embriyonik gelisim evresinde mezoderm tabakasindan kokenlenmektedir
(15). Yag dokusunun damarli bdlgesinin stromasindan (stromal vascular fraction,
SVF) yag hiicrelerinin uzaklastiriimasiyla elde edilmektedirler. Yag dokusu kaynakli
MKH’ler in vitro ortamda sayilarini iki katina ¢ikarma siireleri kiiltiir ortamina ve
pasaj sayilarina bagl olarak 2 ile 4 giin arasinda degismektedir. izole edilen yag doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin cogalabilme kapasitelerine vericinin yasi,
cinsiyeti, yag dokusunun alindigr bolge, alinma sekline gore farkliliklar
gosterebilmektedir (44). Dondurma- ¢6zdiirme islemi uygulanan adipoz dokudan izole
edilen MKH’ler bu islemlere ragmen multipotensi 6zelligini kaybetmezler. Yapilan
caligmalarda adiposit, osteoblast, kondrosit serisi disinda hepatosit, iskelet, kalp ve diiz
kas, endotel, hematopoetik, noral ve epitel hiicrelere de farklilasabildigi gosterilmistir
(45). Sayica fazla olmalari, izolasyonlarinin, kiiltiirasyonlarinin ve ¢ogalmalarinin
kolay olusuyla birlikte mezodermden koken alan diger doku tiplerine

farklilasabilmeleri nedeniyle ¢esitli klinik uygulamalarda kullanilabilmektedirler (46).
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1.4.2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerden Salinan Faktorler ve
Fenotipleri

Mezenkimal kok hicrelerin karakterizasyonu genellikle yiizey belirtegleri ile
karakterize edilir. MKH’ler i¢in pozitif yiizey belirteclerinden bazilar1 CD44, CD71,
CD90 ve CD105tir. Karakterizasyon i¢in sik kullanilan negatif yiizey belirtecleri ise
CD34, CD45, CD104 ve CD106’°dir. Yiizey belirteclerin iki farkli metot ile belirlenir
(47). Fakat MKH’leri tiirevlerinden ayirmak i¢in hiicre yiizey belirteclerini tek basina
kullanilmak dogru olmaz, bunu desteklemek i¢in mutlaka tek bir kok hticrenin ¢ok
sayida kok hiicre olusturma potansiyeli (klonite) ve in vitro farkli hiicrelere
dontisebilme potansiyelinin de degerlendirilmesi gereklidir. MKH” ler elde edildigi
kaynaga gore farkli gogalma ve farklilasma kapasitesi gosterirler. Bu durum hiicrelerin
heterojen bir populasyondan olustugunu gostermektedir. Farkli kaynaklardan elde
edilen kok hicreler karakterilize edilirken spesifik hilcre yuzey belirteglerinin
ifadesine bakilmaktadir. Insan kemik iligi kaynakli MKH’lerin (Ki-MKH)
belirlenmesinde CD29, CD73 (SH-3 ve SH-4), CD90, CD105, CD44, CD106
(VCAM-1), CD166, CD117 (zayif), STRO-1, Sca-1, L-selektin, ICAM-1 pozitif
belirte¢ olarak kullanilirken, hematopoietik ve endotelyal hiicreler igin spesifik olan
CD14, CD31, CD34, CD45, CD144, E-selektin negatif belirte¢ olarak
kullanilmaktadir Yag dokusu ve kordon kami kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
bakildiginda ise bu hiicrelerin KI-MKH’lerine oldukca benzer yiizey belirtegleri
(pozitif olarak CD73, CD90, CD105, CD29, CD166, CD44 ve negatif olarak CD14,
CD31, CD34, CD45) ile karakterize ediligi ancak bazi yiizey belirtecleri agisindan
farkliliklar icerdigi belirtilmistir (39,48). Kendini yenileyen, ¢ogalan ve farkli hiicre
tiplerine doniisebilme potansiyeline sahip olan MKH'ler ¢esitli blylme faktorleri,
sitokinler, kemokinler ve hiicre dis1 matriks proteinlerini salgilamaktadir. Islevlerini
yerine getirebilmek icin bu faktorlerin sentezlenmesine ve regile edilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Yag doku kaynakli kok hiicreler yiiksek oranda epidermal blyume
faktori (EGF), vaskuler endoteliyal biyime faktori (VEGF), temel fibroblast blytime
faktorii (bFGF), keratinosit biiylime faktorii (KGF), platelet kaynakli bliytime faktorii
(PDGF), hepatosit biiylime faktorii (HGF), dontistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-
B), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) ve beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
salgilamaktadirlar. Ayni zamanda Flt-3 (Fms benzeri tirozin kinaz 3) ligand, grantlosit

koloni stimile edici faktor (G-CSF), granulosit/makrofaj koloni stimule edici faktor
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(GM-CSF), interlokin-6 (IL-6), interlokin-7 (IL-7), interlokin-8 (IL-8), interlokin-11
(IL-11), interlokin-12 (IL-12), I6kemia inhibitor faktort (LIF) ve timor nekrozis
faktori alfa (TNF-o) gibi sitokinleri salgilarlar. Tablo-1 de MKH’ler tarafindan

salgilanan faktorleri ve kisaca islevlerini gostermektedir.

Tablo 1: MKH’ler tarafindan salgilanan faktorler (15)

Proanjiyoge nezi uyaranlar

Hiicredig matriksi sekillendirenler

Kok hiicrelen ¢ogaltanlar

immundiize nleyiciler

Salgilanan faktorer

Fibroblast buyime faktori-2 (FGF-2)
Fibroblast biiylime faktori-7 (FGF-7)

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)
Kan plaketi kokenli biyime faktori (PDGF)
Plasenta kaynakli biyiime faktdrl (PGF)
Dintistirticli biiytime faktori-p (TGFB)
Vaskiler endotel biyime faktori- A/B (VEGF)

Metalloproteinaz-1 (MMP1)
Metalloproteinaz-2 (MMP2)
Metalloproteinaz-9 (MMPS)
Plazminojen aktivatdri (PA)
Timoér nekroze edid faktdr-o (TNFo)

Bazik fibroblast biyime faktord (bFGF)
Granilosit kolonisi uyancifaktor (G-CSF)
Insiilin benzeri biyime faktori-1 (IGF1)
Makrofajkolonisi uyancifaktér (M-CSF)

Timaosin-p4 (TB4)
Stroma kdkenli faktor (SDF)

Hem oksijenaz (HO1)

Hepatosit biylime faktéri (HGF)
indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)
Uyarilabilir nitrik oksitsentaz (iNOS)
Interlékin-6 (IL-6)

islevleri

Diiz kas ve endotel hiicrelerin cogalmasini uyanr.
Endotel hiicrelerin gogalmasini uyanr.
Anjiyogenezi uyanr, monositler caginr.

Diiz kas hticrelerinin gogalmasini uyarir.
Anjiyogenezi uyanr.

Damarlarin bilyiime ve olgunlasmasini uyanr.
Endotel hiicrelerin cogalmasini uyanr.

Matriksi gevsetir, tibil olusumunu uyanr.

Matriksi gevsetir, tibdl olusumunu uyanr.

Matriksi gevsetir.

Matriks molekillerini parcalar.

Matriks molekallerini parcalar, hiicre gogalmasini uyanr.

Diiz kas ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasiniarttinr.
Notrofillerin cogalmasini ve farklilasmasini artuinr.

Hiicre biyimesini ve cogalmasinidizenler, apoptozisi engeller.

Monositlerin cogalmasinive farkhlasmasin arttinr.
Hiicre gdeiini uyanr.
Ondii hiicrelerin yerlesmesini arttinr.

Thucresi cogalmasiniengeller.

CD4+T hiicresi ¢ogalmasini engeller.

Dogal ve kazanilmig immun hiicrelerin ¢ogalmasiniengeller.
Inflamasyonu engeller.

Inflamasyonu diizenler, VEGF'l uyarr.

1.4.2.5.

Adipoz Doku Kaynakh

Mikrocevresi

Mezenkimal Kok Hiicrelerin

MKH’ler son zamanlarda rejeneratif tip ve hiicre tabanli tedavi aracit olarak

kullanilmaktadir. Fakat ex vivo transplantasyon sirasinda mikrogevreden kaynaklanan

hicresel dejenerasyonlar nedeniyle kullanimi kisithidir. Tranfer edilen MKH

6lumlerine ve terapOtik hatalara; besin, oksijen kaynag: gibi iskemik kosullarin yol
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acmakta oldugu diistiniilmektedir. Diger bir taraftan mezenkimal kok hiicrelerin diisiik
oksijen basincindaki mikrogevrede karakterize olduklarmin bilinmesi onlart oksijen
yetersizligine kars1 direngli kilar (49). Hipoksinin, hipoksi indiiklenebilir o ve B alt
biriminden olusan heterodimer HIF1 transkripsiyon faktorii ekspresyonu araciligiyla
birgok hiicresel uzant1 ve sinyal aktarimlarini regiile ettigi bilinmektedir. HIF1-a
dokulardaki oksijen konsantrasyonu ile regule edilir ve transkripsiyonel aktivitesi bu
sekilde belirlenir. Iskemik durumlarda artan ekspresyonuyla hiicre proliferasyonunu
indiiklemesi yani sira hiicre siklusu ve apoptozis {izerine etki yapar (50). Bu ¢alismada
apoptotik hiucre o6limleri minimale indirilmis kok hiicrelerin multipotensileri ve
proliferatif kapasiteleri kaybedilmeden istenilen sayilara ulagtirmak igin hipoksik

ortam kullanilmustir (49, 50).

Mezenkimal kok hiicrelerle ilgili yapilan aragtirmalar ¢ogunlukta in vitro ¢aligmalar
oldugu icin, hiicrelerin dokularda yerlesimi, nis bolgeleri detayli incelenmemistir.
Fakat son yillarda sunulan g¢aligmalarda, bu hiicrelerin dokularda perisitler gibi
perivaskiiler yerlesimde oldugu, komsu hiicrelerin olgunlasma, farklilasma ya da
sessiz kalma gibi hiicresel fonksiyonlarinit koordine ettikleri bildirilmistir. Bununla
birlikte in vitro hipoksik mikrocevrenin mezenkimal kok hiicrelerin davranislar
tizerine etkileri yogun bir bi¢imde ¢alisilmaktadir. Hipoksik ortam deneysel protokolu
olusturma konusunda pek ¢ok varyasyon olmasiyla birlikte hipoksiye maruz kalma
stiresi lizerinden kalic1 maruziyet ve kisa siireli maruziyet (72 saate kadar) olarak temel
iki grupta toplanmaktadir. Kalict hipoksik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerle kisa siireli
hipoksiye maruz kalan mezenkimal kok hiicreler karsilastirildiginda; anaerobik
glikoliz, anjiyojenik aktiviteleri esitken canlilik, proliferasyon, koloni olusturma
yetenegi, kokliiliikk ve kondrojenik farklilasmanin kalic1 hipokside daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Akut siireli hipoksik kulturun hiicrelerin apoptotik stirece girmelerine
neden oldugu gosterilmistir. Kok hiicrelerin hipoksik ortama maruz kalma siireleri
arttirildik¢a mikrogevreye hizli bir sekilde adapte olup metabolizmalarini anerobik
glikolize cevirerek multipotent 6zelliklerini siirdiirdiikleri ve mitokondri sayilarini
arttirdiklar1 bilinmektedir. Artan mitokondriyal aktivite MKH’leri hiicre dliimlerine

neden olan indiikleyicilere kars1 giiclii kilar (49).
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1.4.2.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Izolasyonu ve Kiiltiir Sartlar

J
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Sekil 6: Mezenkimal kok hicre izolasyonu (51)

MKH’ler iirettikleri birgok biiylime faktorii ve sitokinler araciligiyla immun sistemi
baskilayic1 ve trofik etki potensiyeline sahiptirler. Mezenkimal kok hiicrelerin
tedavide kullanilabilirligiyle ilgili en biiyiik avantajlarindan biri hastalarin kendisinden
otolog olarak alinabilmesiyle allojenik nakillerden kaynaklanabilecek olasi immiin

redlerin ve enfeksiyolarin ortadan kalkmasini olanak tanimalaridir (1,52).

MKH'’lerin tedavide kullanilabilmesi i¢in hiicrelerin belirli bir sayiya ulasmalari
gerekmektedir. Yapilan literatiir taramalarinda kullanilan mezenkimal kok hiicre
kaynaklarimin yogunluklu olarak kemik iligi ve adipoz doku kaynakl: hiicreler oldugu
goriilmektedir. Kordon kani, kemik iligi ve adipoz doku mezenkimal kok hicrelerinin

karsilastirmali olarak calisildig1 yayinlar mevcuttur (3).

Kordon kani, kemik iligi ve adipoz dokusundan kaynaklanan MKH’lerin koloni
olusturma kapasitelerinin karsilastirildigi bir caligmada (1) en yiiksek oran adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicreler, onu takiben kemik iligi ve en diisiik kapasite de
kordon kan1 mezenkimal kdk hiicrelerinde bulunmustur. Izolasyon oran1 basarilarina

da bakilan ¢aligmada kemik iligi ve yag kaynakli olanlar %100’e yakinken, kordon
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kan1t MKH’lerinde maksimum %30-38 oranlarda oldugu gosterilmistir(1,39). Ayni
calismadaki 2. pasaj senesens yiizdeleri arasinda kordon kan1t MKH ile adipoz MKH
leri arasinda belirgin farklilik saptanmistir. Erken pasajlarda senesense ulasan koloni
sayisi en fazla olmasina ragmen en uzun siireli kiiltiiriin kordon kan1 MKH’ lerinde,
takiben adipoz MKH’ler ve kemik iligi MKH’lerinin ¢ok kisa kiiltiir siireleri oldugu
gozlenmistir (39). Adipojenik farklanma kapasitelerinin ¢aligildig1 bir bagka calismada
adipoz MKH’lerinde farklilastirma i¢in indiiklemeden 2 giin sonra doniisiim baslayip
farklilasma en fazla 2 hafta sonunda tamamlanirken, kordon kani MKH’lerinde
dontisgim 5 giinde belirip 3 haftada tamamlanmistir (2). Bu c¢alismada literatiir
taramalar1 sonucu ulasilan bilgiler 1s18inda en yliksek verimin alinabilecegi adipoz

doku secilmistir.

Mezenkimal kdk izolasyonunda asil kaynagin kemik iligi olmasi, bu kaynaktan elde
edilen kok hiicrelerle yapilan deneysel ¢aligmalarin ve uygulamalarin sayica daha fazla
olmasindan kaynaklanan giivenilirlige ragmen aspirasyon prosediiriiniin oldukca
invaziv olusu, farklilasma ve dayaniklilik potansiyellerinin yagla birlikte azalmasi
alternatif kaynaklar gelistirmeyi giindeme getirmistir. Alternatif kaynaklardan biri
olan dipoz doku stromal vaskuler fraksiyon (SVF) igeriginde multipotent mezenkimal
kok hiicre popiilasyonu bulundurmaktadir. Yag doku kaynakli kok hiicreler dokudan
lipoaspirasyon ya da abdominoplasti yontemi uygulanarak elde edilebilmektedir. Elde
edilen dokudan MKH igeren fraksiyon izolasyonunda; enzimatik yodntem,
homojenizasyon ve diferansiyel santrifiigasyon yontemleri siklikla kullanilmaktadir.
Kok hiicre kaynagi olarak adipoz dokunun avantajlarindan biri de izolasyon sirasinda
morbiditenin minimal, erisebilirligin kolay olmasidir. Insan adipoz dokusunun 1
gramindan izole edilen MKH sayis1 yaklagik 1x10°® kadardir. 1 ml yag dokusu ayni
miktardaki kemik iligi ile karsilastirildiginda 500 kat daha fazla kok hicre igerir
(3,6,45,53,54,55).

MKH izolasyonunda farkli teknikler ve kiiltiir ortamlar1 kullanilmakla birlikte standar
olarak; izolasyonu oOncesinde, izolasyonu yapilacak olan dokunun eritrositlerden
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Kemik iliginden izolasyon yapmak icin dansite
gradient yontemi ile mononiikleer hiicre siispansiyonu hazirlanirken diger dokulara
cogunlukla tipl kollajenaz ve dispaz enzimlerinin kullanildigi enzimatik ayristirma
uygulanmaktadir. Bu yontemlerle siispansiye edilen hiicreler kiiltiir ortami i¢inde, T25

veya T75 lik kiiltiir kaplarina konularak % 5 CO2 igeren 37 °C’lik ve %95 nemli
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inkiibatorde inkiibasyona birakilmaktadir. Flasklara ekim yapilan heterojen hiicre
toplulugu i¢inde ¢ok az sayidaki mevcut olan MKH’lerin ¢ogaltilmasi i¢in herhangibir
bliylime faktorleri veya diger uyaranlarin eklenmesi gerekmemektedir. Ancak MKH’
lerin ¢ogalmasi i¢in kiiltiir ortamina serum ilave etmek gerekmetedir. Bu amacla en
fazla kullanilan serum kaynaklar1 %10- 15 oranlarinda fetal bovine serum (FBS) ve
fetal calf serum (FCS) olmakla birlikte plastik flask tabanina yapisma (adezyon)
Ozelligi gosteren hiicreler, fenotipik ve farklilasma o6zelliklerini koruyarak
¢ogalabilmektedirler. Standart sartlarda kiiltiire edilen hiicre toplulugu i¢inden kcik
bir kismi, saatler igerisinde flask tabanina adezyon gostermeye baslamaktadir. 24- 48
saat sonra yapismayan hiicrelerin ortamdan uzaklagtirilmasi ardindan yapisan hiicreler
tripsin- EDTA ile kaldirilarak tekrar kiiltiir kaplarina ekilmektedir. Fakat klinik
uygulamalarda kullanilacak olan durumlarda FCS ve FBS alerjik reaksiyon gibi yan
etkilerinden dolayi tercih edilmemektedir. Coziim olarak otolog serum kullanilmasi
lizerine c¢aligmalar yapilmistir (45,56,57,58). Bu c¢alismada izolasyon, pasaj,
kriyoprezervasyon ve indiikleme siirecini i¢ine alan tiim asamalarinda otolog serum

kullanarak MKH kullaniminin klinige uygun hale getirilmesi hedeflenmistir.

1.5. Kriyoprezervasyon

Dokularin ve hiicrelerin canliliklarimi  kaybetmeden, ¢esitli  kriyoprotektanlar
kullanilarak diisiik sicakliklarda dondurulup saklanmasi islemine kriyoprezervasyon
denir (59). Kriyoprotektanlar dondurma- ¢6zdiirme islemlerinde hiicrelerde
olusabilecek zararlar1 6nlemek amaciyla kullanilirken toksik etkileri de olabilen
kimyasal maddelerdir. Hiicreye niifuz etme kapasitelerine gore hiicre membranindan
gecebilen intraselliiler kriyoprotektanlar (permeabl) ve hiicre membranindan

gecemeyen (non-permeabl) ekstraselluler kriyoprotektanlar olarak iki grupturlar (60).

Intraselliiler kriyoprotektanlar, hiicre icindeki su ile yer degistirerek dehidrasyonu
saglarlar. Dondurma soliisyonlarmin igerisinde en az bir tane bulunmasi gereken
intraselliiler kriyoprotektanlar, dondurma ve ¢ézdiirme islemleri esnasinda hiicre igi
buz kristallerinin meydana gelmesini engelleyerek hicre yapisinin devamliligini
saglarlar. Ekstraselliiler kriyoprotektanlar ise tek baslarina kullanilmazlar diger
kriyoprotekranlarla birlikte kullanilmalar1 durumunda hiicre membranimindaki

fosfolipidlerin stabilizasyonunu ve kontrollii dehidrasyon olusumunu saglarlar. Ayrica
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ozmotik degisiklige bagli siv1 gegisinde etkili olup, ¢6zme esnasinda hiicresel sismeyi

engelleyerek hiicrede olusabilecek zararin minimalize edilmesini saglarlar (61).

Adipoz dokudan izole edilen insan stromal vaskiiler fraksiyondaki adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerinin dondurulup ¢ozdiiriilmesiyle ilgili yayinlanmis az sayida
bilgi olmasiyla birlikte, hipoksik ortamda kiiltiire edilmesi sonrast dondurma
ortaminda DMSO ve trehaloz kriyoprotektanlari ile otolog serum igeren bir ¢alismaya
rastlanilmamstir. Kriyoprezervasyon amaciyla en ¢ok kullanilan hidroskobik polar
bilesik DMSO iken, trehaloz membran stabilizasyonunu saglar ve dondurma sirasinda
koruyucudur. Kimyasal ve dogal yapisi, dondurma esnasinda koruyucusu camsi bir
form almasini saglar. Hiicrede camsi matriks olusumu, lethal buz kristalleri
potansiyelini inhibe eder ve hiicre hasarint minimalize eder. Dehidratasyon esnasinda
hiicre membranin1 koruyan trehalozun zar ve proteinler icin ¢ok iyi bir koruyucu
oldugu bilinmektedir. Trehalozun stabilize etme etkisi, son zamanlarda as1 ve nakil
icin organ soliisyonlarinda, biyomedikalde, kozmetikte ve farmakolojik
uygulamalarda da yer almasini saglamaktadir (7). Bu sebeple bu calismada yiiksek

konsantrasyon trehaloz diistik konsantrasyonda DMSO kriyoprotektani kullanilmaistir.

Bir¢ok hastalik ya da bozuluk kisinin kendi hiicreleri kullanilarak tedavi edilebilir.
MKH agisindan zengin olan adipoz doku, otolog nakiller i¢in bu kullanima olanak
tanir. Fakat hastalarin fayda gorebilecegi bu hiicreler her zaman elde edilemez. Bu
yiizden hiicrelerin tedavi noktasinda hazir bulunmalari i¢in saklanmalari1 6énemlidir.
Kriyoprezervasyon, ileride hasar gormiis doku veya organ fonksiyonlarinin
Kurtarilmasi ya da iyilestirilmesi igin hiicre ya da dokularin saklanmasinda iyi bir
yoldur. Mezenkimal kok hicreler multipotent 6zelliklerini kaybetmeden uzun sireli

kiiltiire uygun ve dondurma ¢6zdiirme islemlerine dayanikhidir (7,62,63).

1.6. Cerrahi Olarak Adipoz Dokunun Eldesi (Lipoaspirasyon)

Uluslararas1 Plastik Cerrahi Dernegi tarafindan yaymlanan 2011 yili istatistiklerine
gore diinya genelinde en sik gerceklestirilen rekonstriiktif/kozmetik cerrahi
operasyonlar arasinda lipoaspirasyon %20’lik bir oranla basi ¢ekmektedir. Bu islem
hacmi goz Oniine alinirsa lipoaspirasyon sirasinda alinan otolog yag dokularin etkin

olarak hicre-doku merkezlerinde saklanabilmesi ve ihtiyag durumunda
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kullanilabilmesinin klinik tedavilerde 6nemli 6l¢iide tibbi ve ekonomik avantaj
yaratacag: asikardir. Ozellikle son 15 yildir baz1 arastirmacilar adipoz dokunun bu
amaclar dogrultusunda farkli yontemler kullanilarak kriyoprezervasyonu ve dokunun

¢6zme sonrasindaki yapisal ve fonksiyonel etkinligini incelemektedir (64, 65).

Literatirde lipoaspirasyon teknigi, kullanilan kaniil, vakum basinci, yagin alindigi
viicut bolgesi, hastanin yasi, beden kitle indeksi, kok hiicrenin islenmesi sirasinda
kullanilan santrifiij hiz1 gibi bir ¢ok faktoriin kok hiicrenin kalitatif ve kantitatif
degerleri iizerinde etkisini gosteren c¢alismalar mevcuttur. Bununla birlikte
lipoaspirasyon sonrasi alinan ve farkli metotlarla izole edilip islenen dokularin iglem
sirasinda ve sonrasindaki biyolojik 6zellikleri ve nakil 6ncesi/sonras1 biyolojik/klinik
etkinlikleri konusunda diinya genelinde halen standardize edilebilmis bir yontem
mevcut degildir. Dahas1 giiniimiize kadar gerceklestirilen sinirlt sayidaki ¢alismalar
birbirine zit ve farkli sonuglar vermistir (64). Beden kitle indeksi ve dondriin yasiyla
ilgili yapilan baz1 ¢alismalarda proliferatif kapasite ve hiicre sayisinin istatistiksel
olarak anlamli etkilenmedigi (66,67) gosterilirken diger calismalarda artan yagla
birlikte canlilik, hiicresel yaslanma, proliferasyon hizi, farklilasma potansiyeli,
ikilenme zamanlarinin etkilendigi belirtilmistir (68,69,70). Beden kitle indeksinin
artistyla mezenkimal kok sayisinin azaldigii konusunda fikir birligi fazladir. Bu
konuda yapilan ayrintili bir caligmada 50 yas iistii gruplarda p16 ve p21 yaslhilik genleri
seviyesi yuksek, geng bireylerde de siiperoksit dismutaz aktivitesi fazla bulunmustur.
Yas artistyla birlikte hiicrelerin  koloni olusturma kapasitesi, canliliklari,
adipojenik/kondrojenik/osteojenik farklilasma kapasiteleri diisiik bulunmustur (68).
Yagin alindig1 bolgenin kok hiicre sayisini etkiledigini gosteren birka¢ ¢alismada
mezenkimal kok hiicre yogunlugunun en fazla alt karinda oldugu daha sonra hemen
hemen esit sayida iist karin ve alt i¢ bacaklarda, bunu takiben bel ve {ist i¢ bacaklarda,
en az ise basenlerde oldugu gosterilmis ve uygulanan tekniginde izole edilen hiicre

sayisini etkiledigi gosterilmistir (70,71).
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Sekil 7: Adipoz dokunun elde edilebilecegi alanlar. 1, {ist karin; 2, alt karin; 3,
trokanterik bolge; 4, i¢ uyluk; 5, diz; 6, yan bélge (70).

Ameliyat sirasinda kullanilan yiiksek vakum basincinin kdk hiicre sayisit verimini
azalttig1 diigiik basingla yapilan vakumda daha yiiksek sayilarda canli mezenkimal kok

hiicre elde edildigi belirtilen ¢aligmalar mevcuttur (72).

Standardizasyonun saglanabilmesindeki en biiyiik zorluklardan biri bireylerden alinan
orneklerdeki adipoz kaynakli kok hiicrelerinin kalitatif/kantitatif 6zelliklerinde
farkliliklar olmasinin yani sira ayni bireyin farkli bolgelerinden alinan 6rneklerde bile
varyasyonlar gorilmesidir (73). Bu ¢alismada; klasik lipoaspirayon teknigi, tek bir
viicut bolgesi (alt karin), standart Slgiilii kaniil, sabit-diisiik vakum basinci, sabit
santrifiij hizi, sabit BMI’ne sahip geng/yash kadin bireyler kullanilarak sonuglarin

sapmasi elemine edilmeye ve standarda ulasilmaya calisildi.

1.7. Mezenkimal K6k Hiicrelerin Klinikte Kullanimi

MKH’ler son zamanlarda rejeneratif tip ve hiicre tabanli tedavi aracit olarak

kullanilmaktadir. MKH 6liimlerine ve terapdtik hatalara; besin, oksijen kaynagi gibi
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iskemik kosullarin yol agmakta oldugu diisliniilmektedir. Diger bir taraftan
mezenkimal kok hicrelerin diisiik oksijen basincindaki mikrogevrede karakterize
olduklarinin bilinmesi onlar1 oksijen yetersizligine karst direngli kilar (49). Son
yillarda pek cok arastirmaci tarafindan kok hiicrelerin uzun siire boliinebilme ve
kendilerini yenileyebilme kapasitesine sahip olmasi; kas, sinir, kemik, kikirdak gibi
bir¢ok hiicrelere farklilagabilme ve hasarli dokulara nakil edilmesi sonrasinda islevsel
olabilme 6zellikleri nedeniyle, kok hiicreler yeni tedavi yontemi olarak diistiniilmekte
ve bu konularda arastirmalar yapilmaktadir. Viicutta doku hasarlarina karsi olusan ilk
tepki fizyolojik doku tamiri mekanizmasinin devreye girmesidir. Fakat bu dogal
mekanizma her zaman yeterli ve etkin bir sekilde restarasyonu saglayamayabilir.
Bunun icin doku tamiri slrecinde alternatif tedavi edici yaklasimlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Hasarlanmis yada dejenere olmus kikirdagin kendi kendini
yenileyebilme potansiyeli sinirlidir. Tamamen iyilesme saglanamamasi ortopedik
hastalarin primer sikayetlerindendir. Eklem kikirdag: lezyonlar1 onarimi bugiine kadar
hep 6nemli bir klinik sorun olmustur. Geleneksel tedaviler dogal hiyalin kikirdak
restorasyonunu saglayamamistir. Bu durum uzun vadede kikirdagin esnekligini
kaybetmesine yol agmaktadir. Yumusak doku hasarlarinin tamirinde giliniimiizde en
¢ok tercih edilen yontemler hasarli dokunun flap yontemiyle cerrahi olarak tamiri,
biyolojik ya da sentetik greftler kullanarak onarilmaya calisilmasi ve otolog adipoz
doku nakli yaklagimlaridir. Otojen osteokondral greft ya da kondrosit
transplantasyonunun etkili oldugu goriiliirken, fazla invaziv olmasi yani sira ve in vitro
hiicre kiiltiirii sirasinda yaslanma ve hiicre Oliimleri gibi sonuglarda meydana
gelebilmektedir. Adipoz doku nakli yapay doku maddelerine kiyasla daha ucuz, kolay
elde edilebilir ve alerjik olmamasindan dolayr rekonstriiktif cerrahide siklikla
uygulanir. Otolog olarak nakledilen adipoz dokunun doku tamirinde sagladig: pek ¢ok
avantaj yaninda nakledilen bolgede kalis siiresi ve yar1 akiskan bir dokunun nakil
sonrast canliliginin ne kadarii korudugu sorusunun cevabi tartigmalidir. Geri emilme
gibi sonuclardan kaynakli tekrarlayan yag transplantasyonlari hastaya hem maddi hem

manevi zorluklar olusturmaktadir (74,75,76,77,78).

Yag dokusu mezenkimal kok hiicreleri gibi erigkin multipotent kok hiicreleri izole
edip, cogaltip, kondrosit hatta farklilagtirmak; osteoartrit, eklem yaralanmalar
tedavilerinde rekonstriiktif ve plastik cerrahi uygulamalarinda 6nemli bir adimdir (79).

Hiicre tabanli doku miihendisligi son yillarda, kikirdak hasarindan kaynakli ortopedik
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defektlerin onarimi igin hiicreleri agaroz, kollajen, fibrin, hyaluronik asit, sentetik
polimerler ve alginat gibi uygun bir tasiyici maddeye gomerek ii¢ boyutlu yapida
farklilastirma yontemi gelistirmistir. Literatiirde bu tiir ortamlara gomiilerek
farkhlastirilan hiicrelerde kondrojenik markirlarin, proteoglikanlarin, tip II kollajen

gibi kikirdak dokuya spesifik belirte¢ ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir (80).

Yag doku mezenkimal kok hiicrelerinin; tip 1 ve tip 2 diabetes mellitus, karaciger
sirozu, kron hastaligi, GVHD, miyokard infaktiisii, lipodistrofi, alzheimer, parkinson,
inme, vitiligo, bobrek ve kalp yetmezligi, fekal inkontinans, osteoartrit, osteoporoz,
meniskiis gibi ortopedik hastaliklar, kanser ve immun hastaliklarda bagisiklik
sistemini baskilayict ve diizenleyici, multipl skleroz, sekonder progresif multipl
skleroz norodejeneratif hastaliklar, omurilik yaralanmalar1 ve travmatik sinir kesileri
gibi sinir sistemi hastaliklar1, dis hekimliginde implantlar, plastik cerrahide yanik
tedavisi gibi rejeneratif amacli, osteogenesis imperfekta gibi kalitsal hastaliklarda
kullanima ait deneysel ve klinik ¢aligmalar mevcuttur. Yag kaynakli mezenkimal kok
hiicreler diisiitk immunjenitesi, yliksek modiilator ve immiinsupresif 6zelliklere sahip
oldugu icin klinikte kullanilmaktadir. Bununla birlikte belli bazi hastaliklarin tedavisi

icin klinik ¢aligmalar halen devam etmektedir (81).

Giincel literatiir incelendiginde adipoz dokunun yumusak doku defeklerinin tamirinde
otolog kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu bununla beraber dokunun ve igerdigi
kok hiicrelerin farkli izolasyon, ¢ogaltma, saklama kosullari, yontemleri kullanarak
etkinligi incelenmis olsa da caligma sayisimin azligi, birbirine zit sonuglarin elde
edilmis olmasi ve heniiz diinya genelinde bu konuda klinige uygun etkin ve verimli bir

standardin olusturulamamis olmasi ¢alismanin gerekgesini olusturmaktadir.

1.7.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanim fle Tlgili Giincel

Cahismalar

Mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak, kas gibi farkli hiicre tiplerine doniisiim
kapasitelerinin yaninda salgiladiklar1 pek ¢ok biiyiime faktorii ve sitokinler ile immiin
baskilayici ve trofik etki potansiyeline sahiptirler. 1990’11 yillardan bu yana klinik
kullanima uygunluguyla ilgili bircok ¢alisma gergeklestirilmistir (82).
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2019 yili itibar1 ile Uluslararast Saglik Orgiitii tarafindan  desteklenen
www.clinicaltrials.gov sitesinde kayitli 7031 kok hiicre calismasi varligt ve bu
calismalardan 913’1t MKH’lerin etkinligini géstermeye yonelik oldugu gosterilmistir
(Sekil 8).

Gilincel kok hiicre Giincel MKH caligmalars

calismalari

Mezenkimal kék
hiicre

n Kemik iligi kaynakl MKH

u Yag dokusu kaynakl MKH

n Gébek kordonu kaynakh

A .

Sekil 8: (a) Kok hiicre bazli toplam klinik ¢aligma verileri. (b) Mezenkimal kok hiicre
calisma verileri. MKH: Mezenkimal kok hiicre (9)

Graft versus host hastaligi (GVHD), kemik iligi nakillerinde donérden alinip hastaya
kok hucrelerle birlikte verilen saglikli T-lenfositlerin aracilik ettigi siddetli
immiinolojik reaksiyon sonucu organ fonksiyon bozuklugu ile seyreden kompleks bir
klinik tablo olup allojenik kok hiicre naklinden sonra en 6nemli mortalite ve morbidite
nedeni olarak bilinir. Mezenkimal kok hucreler imminmodulator etkileri ve immin
cevab1r diizenleme etkileriyle son zamanlarda GVHD tedavisinde alternatif bir
yaklagim olarak kullanilmaya baslamiglardir. Mezenkimal kok hiicreler, T hiicrelerinin
cogalmalarini, temel doku uyumlulugu kompleksi (MHC) gozetmeden baskilarlar.
MKH °‘lerin immiinsiipresif ve immiinmodiilator etkileri ifade ettigi ve icerdigi yiizey

molekiilleriyle ilintilidir. Dondrden gelen protein pargalart alicimin T hiicreleri
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tarafindan ayirt edilir ve tiim ¢ekirdekli hiicreler, antijeni MHC I sinifi aracilifiyla T
hiicrelerine iletirler. Mezenkimal kok hiicreler insan 16kosit antijeni (HLA) tarafindan
kodlanan MHC I sinifina yilizey molekiillerini az seviyede bulundurdugu i¢in immiin
yanita neden olmamakla birlikte genellikle lenfosit ve antijen sunucu hicrelerin
yuzeyinde bulunan MHC Il yizey molekdllerini igermedikleri i¢in doku uyumu
aranmamaktadir (83,84).

GVHD, allogeneik hematopoietik kok hiicre nakillerinden sonra alicinin farkli
dokularina kars1 saldirtya gecen donor T-lenfositlerine bagli olarak gelisen morbidite
ve mortalitesi yiiksek, yaygin bir komplikasyondur. Goriilme orani tedavi dozuna,
HLA uyumuna, alicinin yasina ve hastaligin evresine gore %?20-70 arasinda
gorulmektedir. Akut GVHD (aGVHD) icin standart olarak ilk tedavi
kortikosteroidlerdir. Siklikla hastalarin %30-50’sinde iyilesme goriilmemekle birlikte
3. ve 4. evre GVHD gelisebilmekte, toksisite ve enfeksiyon riski artabilmektedir.
Literatiire bakildiginda steroidlere diren¢li GVHD olgularinda sagkalim %10 ve
altindadir (85,86). Multipotent progenitor hiicreler olan MKH’ler ekstansif
immiinmodulator etkilerinden dolayr GVHD’de kullanilmaktadir. GVHD’de ilk
basarili deneme 2004 yilinda LeBlanck ve ark. (87) tarafindan yapilmis olup,
calismada 4. evre steroide diren¢gli GVHD’ li dokuz yas olguda uygulanan MKH
tedavisinin iyilestirici etkisi gortilmiistiir. Bir siire sonra relaps yapan olguya yinelenen

MKH uygulamasi sonrasi kalici bir yanit alinmistir (88).

2016 yilinda Erbey ve ark., ortalama yaslar1 7 olan 33 adet pediatrik hastaya, toplamda
68 doz Ki-MKH uygulamislardir. Ortalama 1.18x106 /kg hiicre infiize edilmis ve
uygulama sirast ve sonrasinda hastalardan hicbirinde komplikasyon goriilmemistir.
Hastalardan 8’inde tedaviye yanit alinamazken, 18’ inde tam ve 7’sinde kismi cevap
alinmigtir. Tam ve kismi yanit alinan hastalarda iki yillik sagkalim yiizdesi %63.8 iken
tedaviye yamit alinamayan hastalarda bu yiizde %29.4 olarak raporlanmistir. Ilk doz
uygulamasindan 100 giin sonra bakilan kiimiilatif insidanslara gére tam ve kismi cevap
aliman olgularda mortalite gériilmemekle birlikte tedaviye yanit alinamayan grupta
nakile bagli mortalite %46.6 olarak bildirilmistir. Kronik GVHD gelisen MKH
inflizyonuna tam ve kismi yanit veren 20 pediatrik olgudan 8’inin yasadiginm
raporlanmistir. Yapilan calismalarin sonucu olarak steroid rezistanshi akut GVHD
hastalarda MKH uygulamasinin giivenilir ve etkli bir tedavi oldugunu belirtilirken

kronik GVHD gelismis akut GVHD olgularinda kisithi etki gostermistir (89).
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Crohn hastalig1 sonucu olusan fistiil onariminda mezenkimal kok hiicre faz I ve faz II
klinik calismalar1 mevcuttur (90). Garcia-Olmo ve ark., tarafindan yapilan Faz I
calismasinda, MKH’ye 0zgii olan ekspresyonlar1 gdsterilmis ve biiyiime hizlar
tizerine ¢alisilmis otolog adipoz doku kaynaklit MKH inflizyonu yaparak guvenilirlik
ve uygulanabilirlik lizerine arastirma yapilmistir. Adipoz doku kaynakli MKH’lerin
kiiltiirti yapilip iiclincii pasajindan sonra dort hastada toplamda sekiz fistiil lizerine
tedavi uygulanmistir. Haftalik kontrollerle sekiz hafta siirecine tedaviye devam
edilmistir. Silire¢ sonucunda fistlillerinin altisinda dis kisim epitelizasyonuyla
kapandig1 gozlenirken iki fistiilde kismi iyilesme izlenmistir. Bir yillik kontrolde yan
etki saptanmamustir (91). Garcia-Olmo ve ark., MKH ve fibrin yapistirict uygulayarak
yaptiklar1 karsilagtirmali faz 11 ¢alismas1 sonucunda MKH’nin daha etkili oldugunu
bildirmislerdir (90). 2012 yilinda ayni grup allojenik AK-MKH uygulamasini
denemisler, uygulamadan 24 hafta sonra %69.2 olguda fistiil akintis1 indirgenirken,
%56.3 olguda tedavi edilen fistiillerde tam kapanma, %30’unda ise var olan tiim
fistiillerin tamamen kapandig1 gosterilmis ve 6 aylik kontrollerde herhangibir yan etki
saptanmamustir. Sonug olarak MKH lokal enjeksiyonunun tedaviye yanitinin yiiksek
olusu ve uygulamadaki kolayligi nedeniyle preanal fistiil lizerine uygulanmanin efektif

oldugunu belirtilmisir (92).

MKH’ler otolog ve allojenik olarak olarak plastik cerrahide, rekonstriiktif ve estetik
amaglasik¢a kullanilan bir uygulamadir. 2007 yilinda Rigotti ve ark. radyasyondan
hasar gormiis dokular iizerine adipoz kdkenli MKH uygulamislar ve yara iyilesmesi
lizerine bir ¢aligma yapmisardir. Caligma sonucunda radyoterapi kaynakli yara hasarl
dokularda nakledilen kok hiicre kaynakli iyilesme oldugunu raporlamiglardir (93).
Keratokist nedenliyle hemimaksillektomi uygulanan bir bagka caligmada bir hastada
GMP sartlan altinda elde edilmis yag doku kaynakli MKH ile trikalsiyum fosfat
grandllerini titanyum mesh icinde prefabrike edilerek elde edilen doku mikrovaskdiler
flep olarak maksillaya nakledilmistir. Biyopsi verilerine bakildiginda kemigin yeniden
sekillendigi gorilmiistiir (94). Tanikawa ve ark., 2013 yilinda tarafindan yapilan bir
klinik caligmada; 14 adet kraniyofasiyal mikrozomili hastada hiicre sayis1 bilenen ve
karakterizasyonu yapilmis olan otolog yag dokusu kaynakli MKH ve kok hiicre
icermeyen kontrol gruplarina greft uygulanmistir (44). Kok hucre uygulanan gruptaki
hastalarda CD73 ve CD105 ifadeleri %95 olarak tespit edilmis ve sagkalim %88 olarak
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kaydedilmigtir. MKH igermeyen kontrol grubunda ise %54 oraninda bulunmustur
(95).

Mezenkimal kok hiicre uygulamalari, sistemik yolla infiizyonu sonrasi in vivo
diizenleyici parakrin etkileri, hedef bolgeye yonelimi ve engrafmani saglamayabilme
Ozellikleri nedeniyle osteoartrit tedavisinde de kullanilmaktadir. Koh ve ark. 2016
yilinda kikirdak defektleri {izerine bir ¢calisma yapmislar ve bu calismada metotreksat
(MTX) tedavisi ile fibrin yapistiriciyla birlikte verilen AK-MKH tedavisini
karsilagtirmislardir. AK-MKH ile fibrin yapistirici verilen gruplarda 3., 12. ve 24. ay
artroskopilerinde alinan biyopsi sonuglar1 ve giinliik aktivite, yasam kalitesi gibi diger
alt skorlara bakildiginda artan bir iyilesme kaydedilmis ve gruplar arasi anlamli bir
farklilik saptanmamistir (96). COL1A1 ya COL1A2 genlerinde 1500 farkli dominant
mutasyondan kaynaklanan kollajen sentezi bozukluguyla tanimlanan ve genetik bir
hastalik olan Osteogenesis imperfecta (OI) tedavisinde de prenatal ve postnatal olarak
MKH uygulamalari tizerine klinik ¢alismalar mevcuttur. 2014 yilinda Gotherstrom ve
ark.(97) prenatal ve postnatal olmak (zere ortak donérden elde edilen MKH
retransplantasyonu gerceklestirmislerdir. Calismada 2.8x108 hiicre/kg doz uygulanmis
ve kirik ve mobilite iyilesmesi, az seviyede kemik yamalanmasi ve linner biiyiime
izlenmistir. Fetusa 3 1. haftasindaki verilen 30x10° hiicre/kg sonuglarina gore hamilelik
ve infantil evrede yeni bir kirik gelismemis oldugu gdsterilmistir. Olgunun 13 aylik
olana kadar takibinde normal gelisim ve uzama kaydedilmistir. Postnatal olguda ise
19. aymna kadar normal gelisim seyretmistir. Caligmadan elde edilen veriler 1s181nda
allojenik MKH retransplantasyonunun hem prenatal hem de postnatal hastalarda Ol

icin giivenilir ve efektif bir tedavi bigimi oldugu raporlanmistir (97).

MKH’lerin bilinen en eski kullanim alanlarindan birisi kardiyak hastaliklardir.
Kardiyak olgularda MKH uygulamasiyla ilgili yapilan ¢aligmalarda infiize edilen kok
hicrelerin fonksiyonel miyosite diferansiyasyonu, yerlesik hiicrelerin hasarli alana
yonelimi ve kok hiicrelerden saliman faktorlerle inflamatuvarin baskilanmasi
amaglanmistir. Iskemik kalp hastaliklarinda umut verici bir kaynak olan MKH’ler
tizerine randomize ve uzun donemli klinik calismalarin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir (15).

MKH’lerin nérolojik hastaliklardan 6zellikle omurilik yaralanmalari, amiyotrofik

lateral skleroz (ALS), multipl skleroz (MS) ve parkinson gibi hastaliklarin tedavisinde
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calisilmigtir. Calismalarin uzun dénem sonuglar1 beklenmektedir. 2010 yilinda multipl
skleroz (izerine Yamout ve ark.’in yaptiklar1 bir ¢alismada 10 hastaya otolog kemik
iligi kaynaklt MKH infiizyonu yapilip 3 ve 6 aylik takip sonrasi olgulardan yarisinda
iyilesme kaydedilmistir (98). 2010 yilinda yapilan bir baska ¢alismada Karussis ve ark.
15 MS ve 19 ALS olgusunda damar igi ve intratekal kombinasyonuyla otolog MKH
uygulamiglar ve 6 ile 28 ay siiresince takip ettikleri bu olgularda herhangibir yan etki
gormediklerini belirtmislerdir (99). 2012 yilinda Connick ve ark. sekonder progresif
MS’li 10 olguya kg basma 1-6x10° hiicre seklinde MKH infiizyonu yapmuslardir.
Olgularmn 10 aylik takibinde hastalardan birinde tedaviden sonra dokiintii, ikisinde de
bakteriyal enfeksiyon raporlanmistir (100). Gorme yetilerinde iyilesme izlenen
calismada MKH’lerin yapisal, fonksiyonel, fizyolojik olarak tedaviyi ve sinir
hiicrelerinin korunmasini destekledigini raporlanmistir. Llufriu ve ark. 2014 yilinda
randomize, plasebo kontrollii faz II calismasinda dokuz MS olgusuna 1-2x10%/kg
damar i¢i MKH infiize etmisler ve hastalarda IFN-c oraninda azalmayla birlikte
proinflamatuvar T hiicre profilinde diislis gibi anlamli immiinolojik farkliliklar
gbzlemlenmislerdir (101). Sonug olarak hastalara verilen MKH’ler immiinmodiilator

ozellikleri ile inflamatuvar parametrelerde tutarli diisiise neden olmustur.

Park ve ark. 2012 yilinda kok hiicrenin omurilik yaralanmasi {izerine etkilerini
arastirdiklar1 yaptiklar ¢aligmalarinda; 10 olguda intramediiller yolla verdikleri MKH
uzun donem sonuglarini degerlendirmislerdir (102). Olgulara verilen MKH kemik
iliginden izole edilip dort hafta kiiltiire edilmistir. Dogrudan omuilige ifiize edilen
hiicre sayis1 kg basma 8x10° iken intradural bosluga 4x107 /kg enjekte edilmekle
birlikte 4 ve 8 hafta sonunda 5x107/kg ilave doz verilmistir. Hastalarda MKH nakline
bagli hicbir yan etki gozlenmezken 6 aylik takipte, MRG ve elektrofizyolojik kayit
sonuclarina goére 10 hastadan altisinda iist ekstremitenin motor giiclinde iyilesme, 3
hastada ise anlamli olarak giinliik yasam kalitesinde ilerleme kaydedilmistir. Olgularin
MRG sonuglarina bakildiginda bosluk alan boyutununda azalma izlenmistir. MKH’
nin omurilik yaralanmalar iizerine tedavisi heniiz yeni bir uygulamakla olmakla
birlikte hastalarin bu tedavi yanisira fizyoterapi de aliyor olmalarindan dolay1 klinik

basar1 altinda yatan mekanizmanin tam olarak ortaya ¢ikarilmasina engeldir.

Mohamadnejad ve ark., dekompanse karaciger sirozlu 4 adet olguda periferden kg

basina 31.73x10° otolog MKH infiize ettikleri faz I ¢alismasinda karaciger hastalig
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skoru 1’den itibaren 3-4 puan artarak iyilesme gostermis ve takibin sonunda dort

hastanin da yasam kalitesi artis izlenmistir (103).

Giliniimiizde diyabet iizerine MKH nakli uygulamasi heniliz deneysel asamadadir.
Cesitli kok hiicre tiplerinde yapilan aragtirmalara gore CD34+ kemik iligi ve kordon
kan1 kok hiicreleri, diger kaynaklardan elde edilen mezenkimal hiicrelere oranla daha
1yl sonuclar vermistir (104,105). 1999 yilinda uygulanan tip 1 diyabet tedavisinde
kullanilan ilk hiicresel tedavi “Edmonton yontemi” dondriin pankreas dokusundan
enzimatik islemler sonrasinda elde edilen hiicrelerin, farkli kemoterapédtiklerle immiin
sistemi baskilanan olan aliciya nakledilmesi (106,107) olup efektif bir sonug
almamamistir (108). Yontem gelistirilmesine ragmen dondr sayist ve izole edilen
hiicre sayisi yetersizligiyle birlikte alicinin uzun siire immiin sisteminin baskilanmast,
bu yontemin uygulanabilirligini azaltmigtir (109,110,111) Calismalardan elde edilen
sonuclar, metabolik isleyisi ¢cok yonlii olan diyabet i¢in tam anlamiyla yeterli
gorilmemekte, cesitli fizyolojik unsurlar degerlendirilerek daha fazla veri ile

karsilastirilmast gerektmektedir (112).

Literatiir 15181 altinda ilk olarak kanser olgularinda kemik iligi destek amacli daha
sonra GVHD, miyokard enfarktiisii, Crohn hastaligi, organ nakilleri, akut ve kronik
bobrek yetmezligi, diyabet, osteoartrit, MS gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde
yapilan klinik uygulamalar konu ile ilgili deneyimler arttik¢a tedavi iizerine etkileri
aydinlanacak bununla birlikte rejeneratif tip alaninda yeni ufuklar agacaktir. Giinlimiiz
itibariyle klinik olarak denenen 7031 kok hiicre ¢alismasi vardir. Bu ¢caligsmalardan 913
tanesi mezenkimal kok hiicrelerle ilgilidir. MKH c¢alismalarindan yalnizca 8 tanesi

tilkemizde yapilmaktadir (Sekil 9).
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= Miyokardiyal Enfarktls (%4) = Diabet (%6)

= Omurilik Yaralanmasi (%4) Osteogenezis (%2)

= Crohn Hastaligi (%3) = Aplastik Anemi (%1)

= Beyin Yaralanmasi (%2) = GVHD (%7)

= Karaciger Sirozu (%5) = Osteoartrit (%8)

= Multiple Skleroz (MS) (%5) = Parkinson (%1)

= Nakil (%45) = Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) (%3)

= Kalitsal Hastalik (%4)

Sekil 9: Mezenkimal kok hiicre ile tedavi edilen yaygin hastalik yiizdeleri. GVHD:
Graft versus host hastaligi (9)
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GEREC VE YONTEM

2.1. Materyaller

10, 50, 100, 1000 pl ‘lik mikropipetler (Thermo Pippetman)

1-10, 10-100, 100-1000 pl “lik tek kullanimlik pipet uglari
Serolojik Pipet Tabancasi (Thermo)

5, 10, 25 ml serolojik pipetler

Siringa ucu filtre 0.22- 0.45 pm steril (Sartorius- syringe filter)
Flask 25cm2, 75¢cm?2 “lik kiiltiir kab1 (Orange scientific- 4410200N)
4, 8 kuyucuklu kiiltiir kab1 (Nest)

6, 24, 96 well-plate (Nest)

Kriyotiip (V7634 Sigma Nunc® CryoTubes® cryogenic vial, 1.8 mL)
15, 50 ml steril tup (Isolab)

1-2, 5-5, 10-50 cc’ lik enjektor (Ayset)

Steril 6rnek toplama kabi

1,5 luk Eppendorf tip

2.2. Cihazlar

Hipoksik Inkiibatér (New Brunswick Galaxy 170 R)
Normansi Inkiibator (New Brunswick Galaxy 170 R)
Santrif{j

Su banyosu (Nuve)

Akim Sitometri (BD Accuri C6)

Isik Mikroskobu (Olympus BX51)
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Inverted Mikroskop (Olympus CKX41)

Olympus C5050 Kamera

Nanotek ArthurTM hiicre analiz cihazi

-196 °C Azot tanki

2.3. Kimyasallar

Tablo 2: Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Solusyonlar

Madde Firma Katalog Numarasi
PBS-1X w/o Ca, Mg 500 ml Lonza BE17-516F
Collagenase type IA 100 mg Sigma C2674
Kristal Violet Millipore 1014080025
Trehalose dehydrate 10 mg Sigma T9531
DME/F-12 (1:1) (1X) Gibco 11320033
Hiicre Canlilig1 Soliisyonu BD Biosciences 555816
DMSO (Hybrimax) Sigma D2650
Alcian Mavisi Soliisyonu (%1) Sigma B8438
Paraformaldehit Sigma P6148
Etilen Glikol Sigma 102466
Tripsin/EDTA Solusyonu 100 ml Lonza CC-5012
Tripsin-EDTA Sigma T4049
Tripan Mavisi 100 ml Biocompare 03-102-1B
DMSO (Dimetil siilfoksit) Amresco N182
Penisilin / Streptomisin Gibco 15140-122
L- Glutamin 100 ml Gibco 25030024
Alizarin Kirnmuzis1 S 25 gr Sigma AbB533
DAPI 10 mg Applichem A1001
Kollojen Il Antibody 50 UG Genetex GTX26579
PE labeled anti-human CD73 Becton Dickinson 550257

HU CD90 PERCP-CY5.5 Isaretli Becton Dickinson 561557

HU CD105 APC saretli Becton Dickinson 562408

PE lsaretli CD34 Becton Dickinson 555822
FITC Isaretli CD 45 Becton Dickinson 555482
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AnnexinV FITC Becton Dickinson 556547

BD CellWASH Becton Dickinson 349524

StemPro®¥ Kikirdak Farklanma Kiti

Invitrogen A1007101

2.4. Metodlar
2.4.1. Insan Adipoz Dokunun Orneklenmesi (Cerrahi)

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna yapilan Ilag Dis1
Arastirmalar kategorisinde bagvuru yapilmis ve 02.04.2015 tarih ve 15-3.2/19 nolu

karar ile etik izin alinarak calismaya baslanmistir.

Yag doku kaynaklt mezenkimal kok hiicreleri igeren stromal vaskiiler fraksiyon eldesi
icin; Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Klinigi® ne
lipoaspirasyon ameliyati i¢in basvuran, 20-55 yas aralifinda rutin serolojik ve
biyokimya testleri yapilmis ciddi bir sistemik ve genetik hastaligi olmayan goniillii 10
saglikli kadindan; genel anestezi ve/veya lokal anestezi altinda steril kosullarda, alt
abdominal alandan “klasik vakumlu mekanik lipoaspirasyon” yontemi, tumescent
teknigiyle 250- 350 mm/hg diisiik vakum basincinda, standart 4 mm kaniil kullanilarak
50 ml lipoaspirat elde edildi. Her hastada ayn1 teknik ve degerler kullanildi. Islemler
plastik cerrahi ekibi tarafindan hastalardan bilgilendirilmis onam formalar1 alinarak

gergeklestirildi.

Elde edilen lipoaspirat ornekleri ameliyathane ortaminda steril olarak siiziilmek
suretiyle lipoaspirati g¢evreleyen sivi ve kan hiicrelerinden uzaklastirildi. Aym
hastalardan alinan 100 ml periferik kan; klasik yontemle damardan elde edilerek serum
tiiplerine aktarildi. Serum tiiplerine alinan kan ve lipoaspirasyon materyali %]1’lik
penisilin streptomisinli PBS igeren steril tagima kaplarinda steril kosullarda

laboratuvara getirildi. En fazla 4 saat icinde izolasyon islemine baslandi.
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Sekil 10: Lipoaspirasyon uygulamasi

Tablo 3: Caligmada kullanilan lipoaspirasyon materyallerin elde edildigi hastalarin

demografik bilgileri

Donor Donor Donor Lipoaspirat Ornek Alma Teknigi

No. Cinsiyeti Yasi Miktari (cc)
1 Kadin 36 30 Lipoaspirasyon
2 Kadin 28 25 Lipoaspirasyon
3 Kadm 37 25 Lipoaspirasyon
4 Kadm 35 25 Lipoaspirasyon
5 Kadin 33 25 Lipoaspirasyon
6 Kadin 45 40 Lipoaspirasyon
7 Kadin 40 30 Lipoaspirasyon
8 Kadin 24 30 Lipoaspirasyon
9 Kadin 52 35 Lipoaspirasyon

10 Kadin 40 30 Lipoaspirasyon
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2.4.2. Periferik Kandan Serum Eldesi

Otolog serumun hazirlanmasi; Toplanan 50 ml kan 1 saat oda sicakliginda
pihtilagsmaya birakildi. Serum tiipleri i¢indeki kanlar 1 saat 1200 rpm devirde 15 dk.
santrifiij edildi. Serum hava akish laminar i¢inde steril enjektor ile toplanarak 0.2 pm’
lik steril enjektdr ucu filtrelerden gegirilerek kiigiik voliimler halinde steril 1,5 ml ‘lik

ependorflar icinde -20 °C’ de saklamaya alindi.

2.4.3. Lipoaspirattan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu ve

Ekspansiyonu

Ege Universitesi Kordon Kani Hiicre- Doku UAM laboratuvarinda tiim hiicresel

tabanli islemler gergeklestirildi. Uygulanacak olan klasik enzimatik izolasyon metodu;

literatlirdeki 3 farkli makaleden modifiye edilerek kullanildi (56,113,114).
Lipoaspiratin yikanmasi;

Eritrosit ve 16kositlerin biiylik cogunlugunun uzaklastirilmasi i¢in aseptik kosullarda

yikama prosediirii gerceklestirildi.

* % 1’lik penisilin streptomisinli PBS igeren steril tasima kabi i¢indeki lipoaspiratin,
kan fraksiyonlarinin spontan olarak ayrilmasi beklendi. Ayrisan kan dikkatlice 25’1ik

steril pipetle alind1.

* Esit voliimde antibiyotikli PBS eklenerek 5-10 dk hafifce ¢alkalanan lipoaspirat 1-2
dk bekletilerek ayrilan PBS, 50°lik pipetle dikkatlice uzaklastirildi.

* Yikama protokoliine materyalin temizligi saglanana kadar en az 3 tekrar olmak {izere

devam edildi.
Enzimle manuel pargalama;

* Yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreleri igeren stromal vaskiiler fraksiyon
eldesi i¢in; yikanan lipoaspirat ekstraselliiler matriks ile ayrilmasi i¢in dnceden
hazirlanan %0,075 tip 1 kollojenaz enzimi ile 1- 3 saat 37 °C’ de 15 dk araliklarla hafif
calkalanarak inkiibasyona birakildi. Siispansiyon homojen hale ulasinca enzimatik

parcalanma sonlandirildi.
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Sekil 11: Ameliyathane sartlarinda lipoaspirasyonla elde edilen yag dokusu 6rnekleri

Sekil 12: Hiicre kiiltiirii ¢alismalariin yapildigi laminar kabin, elde edilen SVF

goruntusa.
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Sekil 13: Yag dokudan MKH eldesi i¢in kullanilan tip I kollojenaz enzimi

* Enzim aktivitesi DMEM F12 besiyeri (%8 otolog serum, %1 penisilin streptomisin

ve %1 L— Glutamin iceren) ile notralize edildi.

* Stromal vaskiiler fraksiyon pelleti, bag doku ve matur adipositlerden ayirmak igin

1000 rpm, 7 dk santriftj edildi.

* Elde edilen pellet 15 ml lik falkon tiip i¢cinde 1000 ml lik besiyeri ile pipetaj yapilarak
homojenize edildi. Icinden 50 mikrolitre drnek alinarak Nanotek Arthur ™ cihazinda

ilk canlilik ve hiicre sayis1 hesabi1 yapildi.

Geriye kalan SVF pellet; DMEM F12, %1’ lik L-Glutamin, %1’ lik penisilin /
streptomisin, %8’lik otolog serum dan olusan taze hiicre kiiltiirii medyumuyla
siispansiye edilerek ikiye ayildi ve her bir flaskta en fazla 1x10° hiicre olacak sekilde
75 em?2 ’lik hiicre kiiltiirti flasklarina ekildi.

* Hiicreler 6nceden sterilizasyonu saglanmig ve hipoksik kosullar % 2 02, % 5 CO2,
37 °C’ de, normansi kosullar % 21 Oz, % 5 CO2, 37 °C’ de olarak sekilde ayarlanan
inkubatorde 2 giin inkiibasyona birakildi.

» 2 giin sonra flaska yapismayan hiicreler PBS ile uzaklastirilarak, ayni taze hiicre
kultard mediumuyla besiyerleri tazelendi. 10 giin boyunca %8’lik oranda kullanilan
otolog serum, 10 giin sonrasinda %5 ‘e diisiirtildi. Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda

Tripsin -EDTA ile kaldirilarak pasajlama yapildi.
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2.4.4. Deney Gruplar

1. Grup: Hipoksik ortamda otolog serum kullanilarak kiiltiire edilen kok hiicreler
2. Grup: Normansik ortamda otolog serum kullanilarak kiiltiire edilen kok hiicreler
3. Grup: Pasaj 3 de otolog serumla 3 hafta dondurulan hipoksik kok hicreler

4. Grup: Pasaj 3 de otolog serumla 3 hafta dondurulan normansi kok hticreleri olarak
secildi.

2.4.5. Hipoksi Modeli Olusturma

izole edilen yag kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden 1. ve 3. gruptaki hiicreler;
ekspansiyon ve diferansiyasyonu da igine alan her basamakta kalici hipoksik
kosullarda tutuldu. Hiicreler oksijen kontrollii (Galaxy 170 R, New Brunswick)
inklibatorde %2 Oz, %5 CO2 ve % 93 N2 oranlarindan olusan ortamda kiiltiirii saglandi
(46).

2.4.6. Normansi Modeli Olusturma

2. ve 4. gruptaki hiicreler ise %21 02, %5 CO2 ve %74 N oranlarindan olusan ortamda
kulttre edildi.
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Sekil 14: Ekimden 6 saat sonraki MKH gorintisu

2.5. In Vitro Hiicre Kulturi

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin in vitro ortamda gerekli kosullar saglanarak ¢ogaltilmasi
islemidir. Hiicre Kkiiltiiri caligmalarinin ortamin kontrol altinda tutulabilmesi,
hiicrelerin tizerindeki etkilerin dogrudan dogruya gozlenebilmesi ve organizmada
karsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan aragtirmalarin in vitro ortamda

yapilabilmesi gibi avantajlari vardir.

2.5.1. Hucrelerin Ekspansiyonu

Izole edilen primer hiicre kiiltiirii drneklerinin ¢ogaltilmasi igin ilk 10 giin boyunca %
8 otolog serum, %1 Penisilin-Streptomisin (Lonza 10K/10K 100 ml 17-602E), %1 L-
Glutamin (Lonza 200 mM 500 ml-17-605F) iceren DMEM F12 (Gibco) kltar
mediumu  kullanilarak hazirlanmistir. 10 glin sonrasinda serum yilizdesi %5’e

diisiiriilerek devam edilmistir.
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Sekil 15: Huicre kiltur igin gerekli besiyerleri

Hiicreler yatay konumdaki 25 ve 75 cm?’lik filtreli kapakl: flasklar (Orange scientific-
4410200N) igerisinde kiiltiir edilmistir. Yeterli yogunluga ulasana kadar gegen siirecte
hipoksik grubu (Galaxy 170 R, New Brunswick) inklbatorde %2 O2, %5 CO2 ve %
93 N2; Normansi grubu ise %21 Oz, %5 CO2 ve % 74 N2 inkibatorde kilture
edilmistir. Dondurma islemi i¢in ayrilan hiicreler daha sonraki basamaklarda
kullanilmak tizere dondurularak -196 °C’de sivi azot tankinda buhar fazda
saklanmiglardir. Hiicrelerin canlilik ve proliferasyonlarini gozlemlemek amaciyla
Olympus CH30 inverted mikroskobu kullanilmistir. Hiicrelerin ortam degisimi,
pasajlama, dondurma ve ¢6zdiirme islemleri laminar akim kabininde (ESCO Class II,

Biological Safety Cabinets) gerceklestirilmigtir.

2.5.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Ekspansiyonu saglanan, yogunlugu %=80-90 oranlara ulasan primer hiicre kiiltiirii
orneklerinin pasajlanma isleminde hiicreleri ylizeyden kaldirmak i¢in % 0.25’1ik
tripsin (BI, Trypsin EDTA Solution B, Cat. No: 03-052-1B) hiicre yuzeyini
kaplayacak sekilde flaska eklenmis ve 5 dakika inkiibatérde bekletilmistir. Hiicreler
yiizeyden ayrildiktan sonra iizerine besiyeri eklenmis ve santrifiij tiiplerine alinarak

1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda supernatant
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uzaklastirilmis milimetredeki sayilar1 105-10° araliginda kalacak sekilde pasajlanmus 2

giinde bir besiyeri degisimleri yapilmistir.

Sekil 16: insan adipoz doku kaynakli mezenkimal k&k hiicrelerin iigiincii pasajdaki
mikroskop gérianumd.

2.5.3. Canllik Tayini

Tripan mavisi ile canhlik tayini;

Tripan mavisi (Biological industries Cat. No:03-102-1B) negatif yukli bir boya olup
hiicre canli ise, boyanin hiicre igine girmesine izin vermeyeceginden hiicreler seffaf
renkte goriiniirken canli olmayan hiicreler boyay1 absorbe ederek mikroskop altinda
mavi renkte goriliirler. Canlilik tayini 50 pl hiicre ve 50 pl tripan mavisi boyasi
karistirilarak Neubauer lamina pipetlenip 4x4’liikk karelerden olusan 4 adet alanda
bulunan hiicreler 151k mikroskobu altinda bakilarak sayilmis ve ortalamalari
hesaplanmistir. Hiicrelerin canlilik yilizdelerini bulmak i¢in canli hiicre sayis1 toplam
hiicre sayisina oranlanmustir. Canli hiicre sayisini diliisyon faktorii ve 2x10% ile

carparak milimetredeki canli hiicre sayis1 hesaplanmistir.

Viabilite (%) = (canli hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1) X100
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Nanotek Arthur™ cihaziyla canhlik tayini;

Calismada elde edilen taze pellet, ¢ozdiirme sonrasi ve pasaj aralarinda total hiicre,
canli ve olii hiicre sayisma/yiizdesine ulasmak igin Arthur™ (Nanotek) cihazi
kullanilmistir. Hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak ve igerisine 1 pl Propidyum
iyodiir (PI) boyasi konulmus ve pipetaji yapilmistir. 15 dk karanlikta inkiibasyon
sonrasi igerisinden 25 pl alinarak cihaza 6zel lama pipetlenerek okutturulmustur. 3
ayr1 kanala (parlak zemin, kirmizi ve yesil floresan) sahip olan Arthur™ cihaz1
sayesinde kisa siirede hiicre sayimi, canliligi, Anneksin V apoptoz ve hiicre dongusi

analizleri yapilabilmekte ve sonug grafigi elde kaydedilebilmektedir.

Sekil 17: Nanotek Arthur™ Cihazinin Dis Gorinimii

2.5.4. Akim Sitometri ile Immunfenotipleme

Akim sitometrik analizler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji A.D da
gerceklestirilmistir. Kiiltliri devam eden hiicreler 1., 2. ve 3. pasajda, dondurma
¢ozdiirme basamagi sonrasinda PE-anti-human CD73, Hu CD90 Percp-cy5.5, Hu
CD105 APC, PE-Anti-Human CD34 ve FITC-Anti-Human CD45 primer antibodileri
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ile iiretici firma talimatlarina gore isaretlendi. PBS ile yikanip, kalibrasyonu 6énceden

yapilmis olan BD Accuri™ C6 Akim sitometri cihazi ile analizi yapildi.
Prosediir su sekildedir;

* Trucount tiiplere 20 pl CD 73, 5 pl CD 90, 5 pl CD 105, 5 pl CD 34 ve 20 pl CD 45
antibody leri pipetle aktarilir.

* 1x106 hiicre iceren 100 pl kok hiicre ilave edilir, vortekslendikten sonra 20 dk

karanlikta inkiibasyona birakilir.

* 1:9 oraninda dilue edilen Lysing Buffer soliisyonundan 2 ml eklenerek voktekslenir,
10 dk karanlikta inkiibe edildikten sonra BD Accuri™ C6 Akim sitometri cihazi ile

analizi yapilir.

Sekil 18: Akim sitometri analizinde kullanilan markirlar
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Sekil 19: BD Accuri™ C6 Akim sitometri cihazi

2.5.5. Apotoz/Nekroz Tayini

Cozdiiriilmiis ve kiiltiirii devam eden hiicreler 1., 2. ve 3. pasajda; Annexin V- FITC
(BD Pharmingen Cat no: 556547) apoptoz belirleme kitiyle hicrelerin
apoptotik/nekrotik yuzdelerinin eldesi yapildi. Kontrol grubu olarak taze hiicreler
kullanild1 (7,47) .

Genel popiilasyonun apoptoz / nekroz orani tespiti i¢in;

* Hiicreler 2 defa soguk PBS ile yikand. 1x Binding Buffer ile konsantrasyon 1x10°

hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi

« Elde edilen hiicre soliisyonundan 100 pl (1x10° hiicre) 5 ml’lik kiiltiir tiipiine alindi
(12x75 mm’lik falcon tiipii de kullanilabilir).

* 5 ul Annexin V ve 5 pul PI pipetlenir. 15 dk, oda 1sisinda, karanlikta inkiibe edildi.

* 400 pl 1x Binding Buffer eklenir. 1 saat iginde akim sitometrisinde okutuldu.
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Sekil 20: Hiicre 6liimii analizleri i¢in kullanilan boya ve soliisyonlar

2.5.6. Hiicrelerin Cogalma Karakterlerinin Tespitleri
Her 2 grubunda plating efficiency, max PDs, DT ve satiirasyon densisiteleri 6l¢ildi
(63,115).
Plating Efficiency;

» Her 2 gruptaki hiicreler, 1. Pasajda; cm? de 20 hiicre olacak sekilde 25 cm? lik Kiiltiir
flasklarina ekildi.

* %8 (ya da %S5) otolog serum destekli ekspansiyon medyumunda yayildi,

+ Kiiltlirden 2 hafta sonra olusan koloniler metanol ve (%0,1) kristal viole boyasiyla
fikse edildi.

* 30 hiicreden fazla hiicre igeren koloniler direk mikroskobik gézlemle manuel sayildi.

* Skor koloniler i¢in, her MKH 6rnegi 3 tekrarli ve bagimsiz 2 gozlemci tarafindan

skorlandi.

Plating Efficieny; formiille hesaplandi: Koloni sayis1 / Baslangi¢ hiicre sayis1 X 100.
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PDs (Population doubling) ve DT (Doubling time)

Gruplara ayrilan hiicrelerin proliferasyon potansiyellerinin belirlenmeleri igin
populasyon katlama seviyesi (population doubling level=PDL) ve ikilenme siresi
(doubling time=DT) hesaplandi. Bu verilerin hesaplanmasi i¢in hiicreler, baglangigta
belirli sayida hiicre (1x10°) 25 cm? lik flasklara ekilip ve gruplara gére belirlenen
bliylime kosullarinda inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin ekimi baslangi¢ kabul edilip 7
giin boyunca her giin hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip ve tripan mavisi boyasi ile
neubaer laminda sayimlar1 yapildi. Sayimlar, glivenilir olabilmesi i¢in iki farkl kisi
tarafindan ii¢ tekrarli olarak yapildi. Elde edilen sayilarin dogrultusunda, asagidaki
formiiller yardimiyla PDL ve DT verileri hesaplandi.

DT=T In2/In(Xe/Xb)

DT: Doubling time

T: inkiibasyon siiresi (giin ya da saat)

Xb: Baslangig hiicre sayis1 Xe: Son hiicre sayis1t PDL=3.32(logXe-logXb) +S
PDL.: Population doubling level

Xb: Baslangi¢ hiicre sayis1 Xe: Son hiicre sayisi

Saturasyon Yogunlugu;

* 1. pasajda hiicrelere tripsin uygulandi, sayimi yapildi ve son konsantrasyon cm’ de

1000 hiicre olunca 25 cm?’lik flasklara alindu,
* Konfluent oluncaya kadar kiiltiirler her giin mikroskopta gozlendi,

* Hiicreler hemositometreyle ilave bir artig oluncaya kadar 2 giinde bir sayildi.

2.5.7. Kriyoprezervasyon Yontemi

Elde edilen primer kiiltiiriiniin {iclincli pasaji sonrasinda hem hipoksi hemde normansi
grubundan hucreler; Kriyotiplerde %4 DMSO, %6 Trehaloz, %20 otolog serum, %70
DMEM F12 varliginda -20 °C de 30 dk, -80 °C de 1 saat bekletildikten sonra -196 °C
stvi azota alindi. Dondurmanin kademeli yavas olusu buz kristalleri olusumundan

korur. DMSO, intraselliiler buz olusumlarindan kaynakli hiicre hasarin1 azaltmak i¢in
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kullanilan permeabl bir kriyoprotektandir. Trehaloz, hiicre membranin1 koruyabilen

nonpermeabl bir kriyoprotektandir.

2.5.8. Hucrelerin Cozdurulmesi

Ucgiincii pasaj sorast dondurulmus olan hiicrelerin bulundugu kriyo vialler buz iizerine
aliarak, %S5 lik otolog serum igeren kiiltiir medyumunda su banyosu kullanmadan
¢ozdiriildi. Steril pipet ile yavas yavas besiyeri ile beslenen hticreler 15 lik falkon
tiiplere alindi hemen 1200 rpm’de 3 dakika santrifiij cihazinda (Thermo Scientific
Heraeus Labofuge 400) santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak pellet siispanse edilmis {izerine taze besiyeri damla damla
birakilmistir. Ayni sartlarda bir santifriij islemi daha gergeklestirildikten sonra
stipernatant uzaklastirilip pellet slispanse edilmis ve lizerine taze besiyeri eklenen
hiicrelerin flasklara ekim islemi uygulanmistir. Hipoksi grubu (%2 Oz, %5 COg,
37°C’de) ve Normansi grubu ise (%21 Oz, %5 COz, 37°C’de) ortamlarda haftada 2
kere besiyeri degistirerek kiiltiire edilmistir.

Sekil 21: Hiicre sayis1 belirlenip kriyoviyalde saklanan MKH’ler

2.6. Hucrelerin In Vitro Farkhlastirilmasi

Her 4 gruptaki hiicrelerde StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit kullanilarak

Ahrens ve ark ile Malladi ve ark ¢aligmalarindan modifiye edilerek mikro kiitle teknigi
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ile kondrojenik yonde otolog serum kullanarak diferansiye edildi. In vitro farklilasma
uygulanacak 4 deney grubundaki hiicrelerde 25 cm? lik kiiltiir kaplarinda hipoksi ve
normansi ortamda ¢ogaltilirlar. Hiicreler kab1 yilizeyini %70-90 oraninda kapladig:
zaman tripsinle ayrilmalar1 saglamr. 1x107 konsantrasyonundaki hiicrelerin biyiime
medyumuyla tripsin blokaji saglanir. 10 ul’ lik damlaciklar halinde mikromass teknigi
ile kiiltiir kaplarina alinan hiicreler hipoksi ve normansi olarak 37°C’ de 2 saat inkiibe
edildi. StemPro® kondrojenik indiikleme medyum kiiltiir kabina dikkatlice eklendi. Bir
kiiltiir kab1 ise kontrol grubu olarak hazirlandi. Farklilasma ortami 3 giinde bir
degistirilip, kiiltiir kaplar1 her gilin kontrol edildi. Kondrojenik farklanmanin beklendigi
hiicrelerin farkli yontemlerle tayini yapildi (63,116,117).

Sekil 22: 24 well plate igerisinde farklanan kikirdak yapist ve farklanma medyumu

2.6.1. Kondrojenik Farkhilasmanin Alcian Mavisi ile Histolojik Tayini

Doku Takibi, Gomme ve bloklama

* Pargalar % 4 paraformaldahit (Sigma-Aldrich-158127 Paraformaldehyde powder
(95%) (veya % 10 formalin) ¢Ozeltisi igerisinde 24 saat sureyle bekletilerek fikse edildi
(Parca boyutuna gore farklilik gosterir).

52



* 30 dakika PBS- Bioshop PBS (Phosphate buffered saline tablets) tamponunda
bekletilerek yikandi.

* 1,5 saat % 80 Etanol,

* 1saat % 95 Etanol I,

« 1 saat % 95 Etanol Il,

* 1 saat % 100 Etanol 1 (107017 - Merck Ethanol absolute),

* 1 saat % 100 Etanol III’de bekletilerek dehidretasyon islemi gergeklestildi.

* Ksilol ile seffaflandirma asamasina ge¢ildi (Ksilol I 30 dakika, Ksilol II 30 dakika).

 Seffaflandirma asamasini sonrasi 60°C etlivde erimis parafin (Tek Path 10 KG
boncuk Paraffin) icerisine alinan parcalar Parafin- | 30 dakika, Parafin -11 30 dakika
bekletildi.

* Ertesi giin etiivden ¢ikarilan pargalar bloklandi (118).
% 10 Notral Buffer Formalin

* Formalin (%37 Formaldahit) 100 ml

* PBS 900 mi

% 4 Paraformaldahit

8 gr paraformaldehit hassas terazide tartilarak 100 ml distile suya konulur. Sicaklig1
58°C’yi gegmeyecek sekilde 1sitict tizerinde siirekli karistirilarak  renginin
saydamlasmasi1 beklenir. Rengi saydamlastiktan sonra sogumasi beklenerek siiziiliir.
Elde edilen %8’lik paraformaldehit (Stok soliisyon) kullanima hazir hale getirilmesi
icin ayn1 miktarda fosfat tamponuyla karigtirilmasi1 ve %@4’liikk hale getirilmesi

gerekmektedir. Daha sonra pH 7.2 olacak sekilde ayarlanir.
Kesit Alma

* Isik mikroskopik incelemeler i¢in mikrotomda (Leica RM 2145) 5 um’lik kesitler

alinarak 37°C su banyosunda kesitlerin a¢ilmasi saglandi.
* Tercihe gore rodajli ve polilizinli lamlar {izerine doku kesitleri alindu.

* Tiim kesitler 1 gece 37°C’lik etiivde tutularak lam {izerine yapigsmalar1 saglandi.
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* Kesitler 62°C’lik etiivde 2 saat bekletildikten sonra ksilol 1°de 1 saat, ksilol 2’de 1

saat tutularak parafinden uzaklastirma islemi gerceklestirildi.
Alcian Blue Boyama Metodu

* Kesitler deparafinize edilir

* Yikanip distile suya alinir.

* Alcian Blue soliisyonunda 30 dk bekletilir.

* Distile suda yikanir.

* %96’ lik alkollerde yikanir.

* Aseton ve ksilolden gegirilir.

* Balzamla kapatilir (119).

2.6.2. Kondrojenik Farkhilasmanin Anti-Kollojen I ile

Immunohistokimyasal Tayini

* Kesitler, bir gece 60°C etiivde ve soguduktan sonra 3x30 dakika ksilolde tutuldu.
* Sirasiyla %95, %80, %70 ve %60’lik etil alkolde 2’ser dk bekletildi.

* Kesitler distile su ile 10 dk yikand1 ve ¢evreleri sinirlayict kalem (Sigma PAP pen -

Z377821 - for immunostaining 5 mm) ile gizildi.
* PBS (1X) (Phosphote Buffered Saline) soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.

» Kullanilacak antikor i¢in 6nerilen “antijen retrival” yontemi uygulandi (0,01 M sitrat
tampon (51804 Sigma-Aldrich Trisodium citrate dehydrate) icerisinde 90° C
mikrodalgada 30 dk).

+ Ornekler sogutulduktan sonra 5 dakika % 0,25 Triton X-100 (X100 Sigma-aldrich
Triton™ X-100 laboratory grade) PBS’ de bekletildi.

* Endojen peroksit (Sigma 107209 - Hydrogen peroxide 30%) blokaj1 yapildi, distile
su ile seyrelterek (% 3 H20>) (5 dakika).
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* PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandiktan sonra kesitler iizerine bloklama soliisyonu

(veya % 1 BSA-PBS) (non-immun serum) damlatilarak 1 saat beklenildi.

* Blok soliisyonu yikamadan uzaklastirildi ve uygun sekilde diliisyonu yapilmis 50 ul
primer antikor damlatildi, kapali nemli kutuda bir gece 4°C’de bekletildi (Primer
antikor diltisyonlar1 PBS ile 1/100, anti kollojen II).

* PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.

* Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor damlatildi, kapali nemli

kutuda 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.

* PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi. Hazirlanan streptavidinle isaretli sekonder antikor
(ScyTek SHP 125 SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack) damlatilip, kapali nemli
kutuda 30 dk oda 1s1sinda bekletildi.

* PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi. DAB (3,3-diaminobenzidine) (ScyTek ACK 500
DAB Chromogen/Substrate Bulk pack) soliisyonu damlatilip, 8 dk kapali nemli kutuda
bekletildi ve tekrar PBS soliisyonu ile 3X5 dk ve distile su ile yikandi.

* Mayers’in hematoksilen (109249- Mayer's hemalum solution) ile Nukleus

boyanmasi kontrol edilerek 2 dk boyama yapildi.

* Distile su ile yikanda.

* Sirasiyla % 80, % 95 ve % 100’liik etil alkolde 1’er dk bekletildi.
* Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dk ksilolde seffaflastirildi.

* Entellan ile kesitler kapatild1 (120).

Sodyum Sitrat Tamponu (10mM Sodyum sitrat, pH 6.0):
Tri-sodyum Sitrat (dihydrate) --------- 294 ¢

Distile Su------------- 1000 ml

3 ay boyunca oda sicakliginda, daha uzun saklanilacaksa +4°C’ de muhafaza edildi.
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2.6.3. Kondrojenik Farkhlasmanin RT-PCR ile Aggrecan Tespiti

Ornek Toplanmasi ve RNA izolasyonu;
1,5 mI’lik tiip icerisindeki 6rneklere asagidaki protokol uygulandi.

* Tiiplere 1 ml tripure eklenir ve tiipler 45 saniye vortekslenir. Boylece tiipteki hiicreler
homojen bir goriiniim alarak pargalanir ve tripure reagent etkisiyle de pembe bir renk

goriiniimiinii alir.

* Vortekslenen tiipler buza alinir ve 2 dakika bekletilir. Vortekste o hizin ve siirenin

etkisiyle 1sinan tiipleri sogutmak i¢in bu isleme bagvurulur.
* 5 dakika oda 1s1sinda bekletilir.

* Tiiplere 200 ul kloroform eklenir ve 5 dk beklenir. (Kloroform; homojen hale gelen

dokuda faz olusumunu saglar. Boylece RNA, DNA ve protein elde edilir).

* 12.000 rpm’ de 40C ‘de 20 dk santrifiij yapilir.

+ Santrifiij sonunda 3 faz olusur.

1.Faz (Sulu faz): RNA igerir (renksizdir)

2.Faz: DNA icerir (beyaz renklidir)

3.Faz: (Organik faz): Protein igerir. (kirmizi renktedir)

* RNA izolasyonu i¢in renksiz olan 1.faz yeni tiipe aktarilir.

* Yeni tiipe 500 pl izopropanol eklenir. Oda 1s1sinda 10 dakika inkube edilir.
» Izopropanol RNA’ y1 DNA ve diger safsizliklardan arindirmak igin kullanilir.
+ 12.000 rpm’ de 4 C’ de 10 dak santrifiijlenir. Stipernatant atilir.

* Olusan ¢okelek tlizerine 1 ml %75 EtOH eklenir.

* 7.500 x g’ de 40C’de 5 dak santrifiijlenir.

* Santrifiij sonunda silipernatant atilir.

* 57°C’ de EtOH ugurulur.

* Kalan ¢okelege 50-100 pul RNAse free su eklenerek pipetaj yapilir.
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Sekil 23: RNA izolasyon prosediri

izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemlerle dlgiildii.
Elde edilen RNA Orneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga
boylarinda absorbanslarinin élgiilmesiyle belirlenir. Izole edilen RNA’larin safligi 260
nm ve 280 nm’deki absorbanslarinin oram ile kontrol edilir, ideal safliktaki kaliteli
RNA’nin A260/ A280 absorbans oraninin 1,8- 2,0 olmasi beklenir. Spektrofotometrik
Olglimiin yan1 sira RNA degredasyonunun kontrolii agaroz jel elektroforeziyle
gerceklestirilebilir. Genel olarak reaksiyon basina 5ng total RNA’nin ortalama
diizeyde ifade edilen mRNA tespitinde yeterli olacag: diisliniilmektedir. Buna bagh
olarak gen ifadesi bakilacak materyalin 6zelligine bagli olarak RNA miktar: reaksiyon

basina 5 ng ile 5 pg arasinda alinmalidir.

¢DNA SENTEZI

cDNA sentezi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi. Her 6rnek
icin RNA+H20’dan 11 pl konur ve 2 pul Random hexamer primer (vial 6) eklenir.

RNA ornegi.......... 11 pl
Random hexamer primer (vial 6) .......... 2 U
Toplam.......... 13 ul
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Tiipler thermalcycler a yerlestirilir. 65 °C’ de 10 dk RNA’lar denatiire edilir.

Bu arada master miks hazirlanir. (Bu miktarlar 6rnek sayinla ¢arpilarak hazirlanir).

Tek Reaksiyon igin

Reaction Buffer (vial 2) .......... 4 ul

Protector RNase Inhibitor (vial 3) .......... 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix (vial 4) .......... 2 ul

Transcriptor Reverse Transcriptase (vial 1) .......... 0,5 ul
Toplam.......... 7 ul

Thermalcycler dan alinan Ornekler sogutma kabina yerlestirilir. Her tiipe 7 pl
hazirlanan karisimdan dagitilir ve pipetle 3-4 kez karigtirilir. Tiipler thermal cycler a

yerlestirilir ve asagidaki hazirlanmis program calistirilir.
25°C ‘de 10 dk

50°C’de 60 dk

85°C’de 5dk

4°C’de bekleme

Real-Time PCR (Q-PCR);
Aggrecan target geninin ACTB gen ile ¢alisilmasi;

Elde edilen cDNA’lar, yukarida belirtilen primer, probe ve catalog assay’ler
kullanilarak; asagidaki miks ve cihaz protokolleri ile LightCycler 4801l cihazi ile

caligilmistir.
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Cihaz protokol(;

Program | Denaturasyon Amplifikasyon

Parametre
Analiz yok Kuantifikasyon modu Yok
modu
Déngii 1 45

Hedef [°C] 95 95 60 72
Stre 00:10:00 00:00:10 | 00:00:30 00:00:01

[hh:mm: ss]

Ramp.Rate 20 20 20 20
[°C/s]

Acquisition Yok yok yok tek
Mode

Sekil 24: PCR calisma kosullar

Miks Hazirlanmasi; ( tek bir reaksiyon igin )
Nikleaz Free su 3.8 ul

Forward Primer (20uM) 0,5 ul

Reverse Primer (20uM) 0,5 ul

Tagman Probe-UPL probe (10uM) 0,2 pl

Enzim ve dNTP miski 10 ul

Toplam 15 pl

ACTB Miks Hazirlanmasi; ( tek bir reaksiyon igin )
Nikleaz Free su 4.0 pl

Primer- Probe Miksi 1.0 pl

Enzim ve dNTP miski 10 ul
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Toplam 15 pul

Reaksiyon tuptnde, tek bir reaksiyon icin reaktiflerin her birinden eklenir. Karigim
spin ettirilir ve plate’e her bir reaksiyon i¢in 15 pl reaksiyon karisimindan transfer
edilir. 5 pl 6rnek veya kontrol her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi 20 pul olacak

sekilde ilave edilir. Hazirlanan plate (karisim ilave edildikten sonra) santrifujlenir.
Analiz;

Elde edilen sonugclar relatif kantitasyon yapilabilmek i¢in A/A Ct metodu kullanilir. Bu
metod ile aggrecan geninin ct degerleri ACTB geni ile normalize edilir (bu deger A Ct
olarak gecer) ve gruplar arasinda oranlanarak elde edilen sonug¢ A/A Ct’yi verir. Pozitif

degerler up regiilasyonu, negatif degerler ise down regiilasyonu ifade eder.

Amplification Curves

2 16.842

Sekil 25: ACTB geni Amplifikasyon Egrisi
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Amplification Curves
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Sekil 26: Agreccan Geni Amplifikasyon Egrisi

2.7. Istatistiksel Degerlendirme Yontemi

Nanotek ArthurTM ile canli ve 6lil hiicre yiizdesi hesaplamasi i¢in her gruba ait veriler
Microsoft Office Excel 2010 versiyonu iizerine yazilarak, IBM SPSS Statistic 23.00
(Statistical Package for Social Sciences) programinda olusturulan veri tabanina
aktarildi ve istatistiksel analizler ayn1 program ile yapilmistir. Siirekli degiskenlere ait;
ortalama, standart sapma ve hata, minimum ve maksimum degerleri ve ortalamalar
i¢in %95 giiven araliklar1 sunulmustur. 10 tabanina gore logaritmik doniisiim yapilarak
hipoksi ve normansi ortamlarinda ayni pasaja ait 6rneklerin ortalamalar paired T- testi
ile yapilmistir. Tiim hipotez kontrolleri 0.05 6nem seviyesinde gergeklestirilmis, yani

p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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3.1. Canhlik Analizleri

BULGULAR

Her pasaja ait ornekler Nanotek Arthur™ hiicre analiz cihazinda okutulup sonuglar

istatistiksel degerlendirmeye alindi.

Arthur Cell analysis report
- Ver 10
[T N A0 P1 GRORIA_ 1
Eapmrimers Date AR I8 140044
Aoy © Viabany
Control W N0 Background
Tty <8
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Sekil 27: Nanotek Arthur™ analiz sonucu &rnegi
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Veri: 1.Cells/mL

20.000.000-

15.000.0007 1 l
10.000.000-
i o
*
¥
5.000.000-] -
o

T T T T T T T T
HP1.Canli NP1Canli HP3Canli NP3Canli HP5Canli NP5Canli FrzHCanli Frz.NCanli

Sekil 28: Canli hiicre sayisinin deney gruplarinda dagilimi

Veri: 2.Log10

8,07

757

7,07 8

6,0

557

507

4,57

4,07

T T T T T T T T
HP1Canli NP1Canli HP3Canli NP3Canli HPSCanli NPSCanli FrzHCanli Frz.NCanli

Sekil 29: Canli hiicre sayisinin deney gruplarinda logaritmik 10 tabanina goére

dagilimi.
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Veri: 1.Cells/mL

2.000.000 *
*
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1.000.000
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Sekil 30: Olii hiicre sayisinin deney gruplarinda dagilimi

Veri: 2.Log10

2,07

T T T T T T T T
H.P1.0lu N.P1.0lu H.P3.0lu N.P3.0lu H.PS.0lu N.P5.0lu Frz.H.Olu Frz.N.Olu

Sekil 31: Olii hiicre sayisinin deney gruplarinda logaritmik 10 tabanina gore dagilim
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Tablo 4: Deney gruplarina uygulanan istatistiksel analiz

Paired Samples Statistics

Mean N Std. Deviation Std. Error Mean
Pair 1 H.P1.Canli 6,49416 10 277152 ,092384
N.P1.Canli 6,37138 10 307757 102586
Pair 2 H.P3.Canli 6,78643 10 ,344068 ,114689
N.P3.Canli 6,62240 10 438437 146146
Pair 3 H.P5.Canli 6,84895 10 ,316032 ,105344
N.P5.Canli 6,67791 10 /443354 147785
Pair 4 Frz.H.Canli 5,84108 10 433783 ,144594
Frz.N.Canli 5,78653 10 ,666415 222138
Pair5 H.P1.0lu 452114 10 ,335929 ,111976
N.P1.Olu 4,26681 10 512541 ,170847
Pair 6 H.P3.0lu 4,90883 10 479677 ,159892
N.P3.0lu 4,79459 10 ,401939 ,133980
Pair 7 H.P5.0lu 4,99066 10 417448 ,139149
N.P5.0lu 4,85089 10 ,496596 ,165532
Pair 8 Frz.H.Olu 4,72351 10 1,151586 383862
Frz.N.Olu 4,63457 10 572398 ,190799

Logaritmik 10 tabanina doniisiim yapilarak hipoksi ve normansi ortamlarinda ayni

pasaja ait 0rneklerin ortalamalari paired T- testi ile yapilmistir. Tiim hipotez kontrolleri

0.05 6nem seviyesinde gergeklestirilmis yani p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Paired Differences

95%
Confidenc e
Interval of the
Std. Difference
Deviatio n Std. Error
Mean Mean
Lower
Pair 1 H.P1.Canli - 12278
117782 ,039261 ,032247
N.P1.Canli 2
Pair 2 H.P3.Canli - ,16402
. ,162875 ,054292 ,038832
N.P3.Canli 9
Pair 3 H.P5.Canli - ,17103
. ,202692 ,067564 ,015229
N.P5.Canli 3
Pair 4 Frz.H.Canli - ,05455
. ,545285 ,181762 -,364593
Frz.N.Canli gl
Pair 5 H.P1.0lu - ,25432
,354346 ,118115 -,018046
N.P1.0Olu 8
Pair 6 H.P3.0lu - 11424
,522798 ,174266 -,287616
N.P3.0Olu 1
Pair 7 H.P5.0lu - ,13976
,406760 ,135587 -,172901
N.P5.0lu 2
Pair 8 Frz.H.Olu - ,08894
642777 ,214259 -,405140
Frz.N.Olu 2
Paired Samples Correlations
N Correlation Sig.
Pairl H.P1.Canli & N.P1.Canli 10 ,924 ,000
Pair2 H.P3.Canli & N.P3.Canli 10 ,942 ,000
Pair3  H.P5.Canli & N.P5.Canli 10 911 ,001
Pair4  Frz.H.Canli & Frz.N.Canli 10 579 ,102
Pair5 H.P1.0lu & N.P1.0lu 10 7126 ,027
Pair6 H.P3.0lu & N.P3.0lu 10 ,307 422
Pair7 H.P5.0lu & N.P5.0lu 10 ,616 077
Pair8 Frz.H.Olu & Frz.N.Olu 10 941 ,000
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Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Difference
Upper t df Sig. (2-tailed)

Pair 1 H.P1.Canli - N.P1.Canli ,213317 3,127 8
Pair 2 H.P3.Canli - N.P3.Canli ,289226 3,021 8
Pair 3 H.P5.Canli - N.P5.Canli ,326836 2,531 8
Pair 4 Frz.H.Canli - Frz.N.Canli 473694 ,300 8
Pair 5 H.P1.0lu - N.P1.0lu ,526703 2,153 8
Pair 6 H.P3.0Olu - N.P3.0lu ,516099 ,656 8
Pair 7 H.P5.0lu - N.P5.0lu 452425 1,031 8
Pair 8 Frz.H.Olu - Frz.N.Olu ,583024 415 8

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu Pasaj 1- Hipoksi Canli hiicre — Pasaj 1
Normansi canli hiicre; Pasaj 3- Hipoksi canli hiicre — Pasaj 3 Normansi canli hiicre;
Pasaj 5- Hipoksi canli hiicre— Pasaj 5 Normansi canli hiicre sayilari arasinda
istatistiksel olarak anlamli sonug¢ bulunmustur (p<0,005). Olii hiicrelerin her pasajdaki
sonuglart degerlendirildiginde gruplarin higbirinde istatistiksel bir anlam elde
edilemedi. Dondurma/¢6zilme hipoksi grubu Dondurma/¢dziilme normansi grubu
istatistiksel karsilagtirilmasina bakildiginda ham verilerde hipoksi yoniinde anlaml
olabilecek bir sonug gozlenirken bunun istatistiksel analize yansimadigi ve istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 saptandi (p=0,689).
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3.2. Pasajlara Gore Hiicrelerin Morfolojik Yapisinin Degerlendirilmesi

Sekil 32: Pasaj 0 Hipoksi MKH fotograflari. X4-10-40 biyltme

Sekil 33: Pasaj 0 Normansi MKH fotograflari. X4-10-40 buyutme
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Sekil 34: Pasaj 1 Hipoksi MKH fotograflari. X4-10-40 blyutme

Sekil 35: Pasaj 1 Normansi MKH fotograflari. X4-10-40 buyutme
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Sekil 36: Pasaj 3 Hipoksi MKH fotograflari. X4-10-40 biyltme

Sekil 37: Pasaj 3 Normansi MKH fotograflari. X4-10-40 biyltme
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Sekil 38: Pasaj 5 Hipoksi MKH fotograflari. X4-10-40 blyitme

Sekil 39: Pasaj 5 Normansi MKH fotograflari. X4-10-40 biyltme
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Sekil 40: Pasaj 4 Dondurulup ¢ozilen hipoksik fotograflari. X4-10-40 buyitme

Sekil 41: Pasaj 4 Dondurulup ¢dziilen Normansi MKH fotograflari. X4-10-40 biyitme

Genel anlamda bakildiginda hipoksik gruplarin tiimiinde normansi gruplara daha hiicre
yogunlugunun fazla ve konfluent olma zamanlarinin daha kisa oldugu goriilmistiir.
Hiicre debrisleri ya da benzeri goriintii veren olas1 apoptotik cisimlerin normansi

gruplarinda hipoksilere gore daha yogun oldugu saptanmastir.
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3.3. Akim Sitometrik Bulgular
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Sekil 42: Pasaj 3 Hipoksik grubu akim sitometrik grafikler
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Sekil 43: Pasaj 3 Normansi grubu akim sitometrik grafikler

YT
8 B ’

73



45

= co

= _Gate: [Mo Gating] 2 2 Gate: (P1in ally

B = V1-R = E

27 L ] 1-L VR

- -~
o s

= |7 ~ =

g | - 8 =

=1 1 = =

El 51 | -
= ; ; 2.4% ! z z
52 | : s Se

8 |t !

= | |

~# R !
= = — i o T -
o £.000,000 10,000,000 16 677 488 wl wl 2
FSC-A
. cDgo CD73FE cD105
g Gate: (P1 in all) 2 Gate: (P1.in all) 2 Gate: (P1in ally
- Jv3- VI =L Wa-R =Jva-
0. 2% 99. 8% 7.4% 92 6%

Sg4 S S =

s : T ||||:2| TImw ||||||l4 T =9

o w Wl 2 wl wd at i Wil wl 2 1 3 4 72
FL3-A FLz-a o P

Sekil 44: Dondurulmus ¢6ziilmiis Hipoksi grubu akim sitometrik grafikler
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Sekil 45: Dondurulmus ¢6ziilmiis Normansi grubu akim sitometrik grafikler

Mezenkimal htcrelerin spesifik 0Ozellikleri CD34 ve CD45 reseptor ifadesi
bulundurmazlarken CD73, 90 ve 105 reseptorleri ifadesi %80 ve {lizerinde olmalidir.
Yukarida yer alan akim sitometre sonuclarinda hiicrelerin yiizey reseptorlerinin
ifadeleri sayisal olarak verilmistir ve kullanilan hiicrelerin mezenkimal kok hucre

oldugu kanitlanmistir.
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3.4. Doubling Time (Katlanma suresi) Analizi

Hicre Katlanma Siresi (Doubling Time)
250

200
150
100

50

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Pagailar

=@== Hipoksi =@== Normansi

Dondurulmus-Céziilmis Hipoksi  ==@= Dondurulmus-Céziilmis Normansi

Sekil 46: Deneyde kullanilan MKH’lerin katlanma stireleri

Hiicre katlanma siiresinin (doubling time) hesaplanmasi i¢in biitiin gruplardan hiicreler
(hipoksi/normansi/dondurup-¢6zme hipoksi/dondurup- ¢6zme normansi) 20 kez

pasajlanmistir ve her pasajda katlanma siireleri hesaplanmastir.

Verilere gore ilk yedi pasajda katlanma zamani 40- 60 saat arasinda degismektedir. En
diisiik katlanma siiresi hipoksi grubunda goriilmiistiir. Yedinci pasaj sonrasinda
katlanma siireleri giderek artis gostermektedir. Gruplar incelendiginde normansi
grubunun hipoksi grubundan daha yiiksek katlanma siiresine sahip oldugu
goriilmektedir. Dondurulup ¢oziilen hiicre gruplar incelendiginde hiicre katlanma
siirelerinin, dondurma islemi yapilmamis hiicrelere gore daha uzun oldugu
gorilmiistiir. Dondurma islemi uygulanmis gruplar kendi aralarinda incelendiginde
dondurulup ¢oziilen normansi gruplari, ayn1 sekilde islem gdren hipoksi gruplarindan

daha uzun katlanma siiresine sahip oldugu goriilmiistiir.
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3.5. MKH’lerin Kikirdaga Farklanma Bulgulari

Sekil 47: Yag kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak yapiya diferansiyasyonu.
A. Hipoksi grubu B. Normansi grubu C. Dondurulmus- Coziilmiis hipoksi grubu D.

Dondurulmus- C6ziilmiis normansi grubu. Kikirdak yoniinde diferansiye olmus MKH

hiicreleri Sekil 35°de gosterilmistir.

76



Sekil 48: Alcian blue ve anti-Tip Il kollojen boyama. A. Hipoksi grubu B. Normansi
grubu C. Dondurulmus- ¢6ziilmiis hipoksi grubu D. Dondurulmus- ¢oziilmiis
normansi grubu.

Ozel besiyeri icerisinde kikirdak yoniinde farklandirilan MKH hiicrelerine ait
orneklerin histopatolojik degerlendirilmesi yapildiginda her deney grubundan kikirdak
eldesi saglanmistir. Cesitli biiyiikliikte elde edilen bu yapilarin inverted mikroskopik
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incelemesinde sferik yapida ve degisken ¢aplarda yapilar gortilmiistiir. Doku takibine
alinan bu yapilardan kesitler alinip Alcian mavisi ve anti- tip II kollojen boyamalari
yapilmistir. Alcian blue, asit mukopolisakkaritleri ve glikozaminoglikanlart mavi
renkte boyama 6zelligi gostermektedir. Dolayisiyla bu yapida spesifik olarak aggrecan
sentezine isaret eden bir yapidir. 130 kadar kondroitin siilfat ve keratan siilfat,
glikozaminoglikan zincirinin baglandig1 210.000 mol agirliginda, kikirdakta bulunan
bir proteoglikan yapisi olan aggrecanin Hipoksi ve Dondurulmus- Coziilmiis hipoksi
grubu kesitlerine ait 6rneklerde daha yogun boyandigi saptanmistir. Tip II kollojen ise
hyalin ve elastik kikirdakta goriilen kikirdak dokusuna hem saglamlik hemde esneklik
kazandiran interteritorial matriks iginde yerlesmis ve kondrosit/blast hicreleri
tarafindan iiretilen bir proteindir. Gruplara ait yapilan histopatolojik incelemede alcian
blue boyamasi ile paralel olarak Hipoksi ve Dondurulmus- Coziilmiis hipoksi
grubunda daha yogun bir boyama gosterdigi goriilmiistiir yine ayni gruplara ait
orneklerde tip II kollojen sentezi yapan MKH’lerden kikirdak hiicrelerine doniisen
hiicre ve hiicre topluluklarinda sitoplazmik yogun boyanma verdikleri saptanmustir.
Ayrica her kesite ait sferik yapilarin etrafinda fibroblast benzeri hiicreler ve kikirdak
hiicrelerine benzer hiicrelerden karisik bir yapida olast siireg igerisinde perikondriyum

benzeri yapilanmanin olustugu saptanmuistir.
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3.6. Real Time PCR ile Agreccan Tayini

afact
Ornekler Ref. Gen Ct (ACTB) Target gen Ct {Aggrecan) Norm. Gen Exp. Afact Down
Regule
XNP3 17,039 31,422 4,68E-05
3,05 -0,33
XHP3 22,987 35,762 1,43E-04
XNP4 15,402 33,883 2,73E-06
1,59 -0,63
XHP4 20,174 37,588 4,34E-06
XNP3 17,698 36,217 2,66E-06
1,49 -0,67
XHPS 19,941 37,888 3,96E-06
4,00
=
0,00
1 2 3 4 5
B Seril 3,05 1,59 1,49

Sekil 49: Agreccan Real-TIME PCR tayin Grafigi

Elde edilen sonuglar relatif kantitasyon yapilabilmek i¢in A/A Ct metodu kullanildi.

Bu metod ile aggrecan geninin ct degerleri ACTB geni ile normalize edildiginde,

yukaridaki tabloda goriilen pozitif degerler elde edildi. Bu degerler aggrekanin anlamli

artisin1 temsil etmektedir.
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TARTISMA

Viicudumuzdaki biitiin hiicrelerin ana kaynagi, dokularin ve organlarin yapi tasi olan
kok hiicreler; ¢cok sayida boliinebilme ve kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip,
Ozellesmemis, ancak Ozellesmis hiicrelere kaynaklik edebilen ve bu ozelligiyle
hasarlanmis olan dokuyu tekrardan ¢ogaltip eski fonksiyonunu geri kazandirabilme
yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Giinlimiizde kok hiicrelerin kullanildig1 yeni tedavi
yontemlerini diizenlemeye yonelik ¢ok sayida arastirma diinyanin 6nde gelen pek ¢cok
arastirma kurulusunda yiiriitiilmektedir. Kok hiicre tabanli tedaviler hastalara biiytik
umutlar vadetmektedir. Klinikte hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre uygulamasi
mevcutken embriyonik kok hiicre uygulamasinin yeri yoktur. Embriyonik kok
hiicreler Immun redde neden olan HLA ekspresyonundan yoksun olmalarina ragmen
etik ve politik nedenlerin yani sira in Vvivo teratom olusturma riskinden dolayi
kullanilmamaktadir. Arastirmacilarin hala iizerinde ¢alistiklar1 embriyonik kok
hiicreye alternatif olan indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ise allojenite sorununu
ortadan kaldirirken teratoma ve viral enfeksiyonlar gibi istenmeyen ciddi sonuclara
neden olabilmektedir. Tiim bu sebeplerden dolay: rejeneratif tip, gen tedavileri ve
doku miihendisliginde kok hiicre ve progenitor hiicre kaynaklar1 ¢ogunlukla otolog
olarak kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin diisik immunreaktivite ve
tiimorojenite 6zellikleri yaninda yiliksek immiinsupresif ve immunregiilator 6zellikler
gostermeleri onlar1 otolog ve allojenik tedavide kullanim i¢in uygun birer kaynak

haline getirmektedir (3,4,5).

Mezenkimal kok hiicreler; Kemik iligi, adipoz doku, kordon, kordon kani, karaciger,
beyin, dis pulpasi, deri ve fetal dokularda bulunan farklilasmamus, yiiksek proliferatif
kapasitede kendini farklilasmadan yenileyebilme ozelligine sahip, mezodermal

farklilagma yetisi ¢ok yliksek olan kok hiicrelerdir (1,2).

Multipotent mezenkimal kok izolasyonunda asil kaynak kemik iligi olmasina ragmen
aspirasyon prosediiriiniin olduk¢a invaziv olusu, farklilasma ve dayaniklilik
potansiyellerinin yasla birlikte azalmasi alternatif kaynaklar gelistirmeyi giindeme
getirmistir (1). Alternatif bir kaynak olan kordon kan1 mezenkimal kok hiicrelerinin

elde edilis yontemi daha az invaziv olmakla birlikte, yag doku ve kemik iligi MKH ile
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benzer fenotip, antiapoptotik 6zellik ve morfolojileri paylasirken %70 civar1 daha az
izolasyon verimliligi gostermektedir. Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerine

gore adipojenik ve norojenik farklilasma potansiyeli ¢ok diisiiktiir (2,39).

Insan adipoz dokunun 1 graminda yaklasik 1x106 adipoz kaynakli MKH vardir (6). 1
ml yag dokusu ayni miktardaki kemik iligi ile karsilastirildiginda 500 kat daha fazla
kok hiicre igerir (56). Otolog hiicre tabanl tedavilerde en fazla kullanilan mezenkimal
kok hiicre kaynaklari; kemik iligi ve yag dokusu kaynakli kok hiicrelerdir. Benzer
morfoloji ve immun fenotiplerlere sahip olmalarina ragmen, yag dokusu daha yiiksek
konsantrasyonda mezenkimal kok hiicre icerir. Fakat kemik iligi kaynakli olan
mezenkimal kok daha uzun siiredir ¢alisildigi icin klinik giivenilirligi ve uygulamasina

ait veriler de daha fazladir (1,3,4).

Hicre bankaciligi agisindan ele alindiginda kemik iligi MKH’lerin (CF) koloni
olusturma kapasitesinin diistikliigii ve (DT) katlanma zamani uzunlugu belli basli bazi
zorluklara neden olur (4). Kemik iligi aspirasyonuyla karsilastirildiginda, yag kaynakli
MKH’lerin liposuction ve abdominoplasti gibi daha kolay yollarla elde edilebilmesi
ve operasyon sonrasi atik materyali olmasi diigiiniildiigiinde etik ve pratik anlamda
daha uygun bir kaynaktir (63). Bu calismadaki amagclardan biri yiliksek sayida ve
islevsel hiicre elde etmek ve bu prosediirii standart hale getirmek oldugu i¢in kaynak

olarak yag doku secilmistir.

Literatiirde yag kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin; cinsiyet, yas, (BMI) beden kitle
indeksi (66,68,69,121), yagin alindigr bolge, lipoaspirasyon teknidi, cerrahide
kullanilan kaniil 6l¢iisii, vakum basinci ve deney siirecinde uygulanilan santriifiij

hizindan etkilendigini/etkilenmedigini gosteren pek ¢ok c¢alisma mevcuttur
(70,72,122,123,124).

Standardizasyonun saglanabilmesindeki en biiyiik zorluklardan biri bireylerden alinan
Orneklerdeki adipoz kaynakli kok hiicrelerinin kalitatif/kantitatif 6zelliklerinde
farkliliklar olmasinin yani sira ayni1 bireyin farkli bolgelerinden alinan drneklerde bile

varyasyonlar gérulmesidir (73).

Bu ¢alismada; kalitatifaspirasyon teknigi, tek bir viicut bolgesi (alt karin), standart
6lcilu kandl, sabit-diisiik vakum basinci, sabit santriflij hizi, sabit BMI’ ne sahip
geng/yasl kadin bireyler kullanilarak sonuglarin sapmasi elemine edilme sebebi olmus

ve gorece yiiksek bir standarta ulagilmistir.

81



MKH’lerin in vitro olarak ¢ogaltilmasi i¢in ortama biiylime faktorleri ve diger
uyaranlarin eklenmesi gerekmektedir. Bu amagla kiiltivasyonda serum igeren ortam
olarak en sik kullanilani, buzagi serumu olan FBS’nin % 10-15 gibi yiuksek oranlarda
kiiltiir vasatina eklenmesidir. Klinik kullanim amag¢li mezenkimal kok hiicre
hazirliginda ise FBS, yan etkileri nedeniyle tercih edilmemektedir. Konu ile ilgili
yapilmis calismalarda genellikle hayvan materyalleri kullanilmis olup klinik
calismalar ve denemelerin ¢ogunda in vitro mezenkimal kok hiicre ekspansiyonu
kiltiir mediumunda serum olarak FBS ve FCS kullanilmaktadir. Fakat prion ve zoonoz
tehlikesiyle birlikte FBS igindeki proteinlerin immunojenitesi de blyuk bir sorundur.

Coziim olarak otolog serum kullanilmasi lizerine ¢aligmalar yapilmistir (45,56,57).

Fakat literatiirde otolog serumla hipokside farklilasma kapasitelerine bakilmis bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu eksiklik calismanin 6zgiin degerlerinden birini

olusturmaktadir.

Kok hiicreleri tanimlayan en Onemli karakterler; farklilasmadan kendini
yenileyebilmeleri ve multipotansilerini koruyabilme kapasiteleridir. Bu kapasite
mikrogevrelerindeki kompleks sinyallerin dengesine baglidir. Diigiik oksijen basinci
(hipoksi) embriyonik, hematopoetik, mezenkimal ve néral kok hicre fenotiplerinin
farklilasmadan devamliligi, proliferasyon ve hiicre kaderini etkiler. Mezenkimal kok
hiicreler dokularda kan damarlarina yakin perivaskiiler niste bulunurlar. Farkl
dokularda diisiik oksijen basincinin oldugu yerlerde bulunan MKH’lerin lokasyonlari,
vaskiiler yapida olmasi farklilagmadan ¢ogalabilmeleri (self-renewal) icin hipoksik
ortamin  gerekliliginin nedenini  gdstermektedir. Bu mikrogevrede kiiltiire
edildiklerinde pluripotensi igin gerekli olan Oct4 ekspresyonu, telomeraz aktivitesi
artarken kondrojenik ve osteojenik farklilasma yetenekleri ve proliferasyonlar
yiiksektir. Hipoksik ortamda kiiltiirii yapilan yag kaynakli MKH’lerin normansiye
gdre migrasyonlari da ¢ok daha fazladir. Bu veriler MKH’lerin kokliiliiglin devamlilig
(stemness) ve hiicre kaderinin belirlenmesinde diisiik oksijen basincinin 6nemini
vurgulamaktadir (125). Bu arastirmada ii¢ boyutlu mikro kiitle yontemi kullanilarak
yapilmis olup kondrojenik farklanmanin gerek insan fizyolojisine uygun olan hipoksik
ortamda, gerekse insanin kendi serumuyla yapilmis olmasi; kok hiicre temelli yeni

tedavi yontemlerinin belirlenmesi, mevcut literature katki saglamasi olasidir.
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Hipoksik ortamin kemik iligi MKH’lerine etkisin arastirildig1 bir baska ¢alismada kok
hiicrelerin Oct4 ekspresyonlari ve telomeraz aktivitesinin arttig1, adipoz MKH’leriyle
yapilan benzer bir ¢alismada da osteojenik ve kondrojenik farklanmanin yiikseldigi
gosterilirken benzer bir diger calismada kondrojenik potansiyel genislerken
proliferatif kapasitenin distiigii ifade edilmistir. Hipoksik ortamda kiltire edilip,
farklilastirilan adipoz MKH’lerinde kondrojenik marker ekspresyonlar1 daha yiiksek
bulunmustur. MKH izolasyonu, kiiltiirii ve deneysel tasarimdaki kombinasyon
farkliliklarin fazlaligi disiiniildiigiinde hipoksinin MKH’lerin biyolojisi tizerindeki
roliinii standart olarak ortaya koymak olduke¢a gii¢ iken hiicrenin kaderini etkiledigi

aciktir (49,125).

Kriyoprezervasyon, ileride hasar gormiis doku veya organ fonksiyonlarinin
kurtarilmasi1 ya da iyilestirilmesi i¢in hiicre ya da dokularin saklanmasinda iyi bir
yoldur (63). Dondurma soliisyonu olmadan yapilan calismalar incelendiginde
proliferasyon ve farklilagsma kapasitelerinde ¢ok belirgin farklilik olmazken apoptoz
kaynakli hiicre 6liimleri dondurma soliisyonu olmayan grupta fazla bulunmustur (64).
Kriyoprezervasyonda dondurma soliisyonu olarak kullanilan DMSO ve trehaloz
kombinasyonu adipoz MKH’leri canliligi, hiicre membran biitiinliigii, farklilagsma
kapasitesi, intraselliiler buz olusumu, kokliilik {izerine etkilerine bakilan bir
calismada, yiiksek trehaloz diisik DMSO kombinasyonu gruplari taze Orneklerle
karsilastirilmistir. Bir yi1l sonra ¢ozdiiriilmiis 6rnek morfolojisinde bir degisiklik
gozlenmemekle birlikte CD34-, CD90+ ekspresyon seviyeleri normal dizeyde tespit
edilmistir. Canlilik oranlar taze ve 1. ayda ¢ozdurilen grupta %92,5, 3. ayda %84,6
ve 1. yilda % 70 oraninda bulunmustur. Apoptotik ve nekrotik yiizdelere bakildiginda
da taze Orneklerle cok biliylik farkliliklar gézlenmemistir. Ayn1 ¢alismada bakilan
adipojenik farklilasma seviyelerinde de aylar arasinda anlamli bir degisiklik yoktur
(7). Klinik uygulamalarda kullanilmak tizere dondurulan MKH’lerin kok hiicre
potensilerini kaybetmeden saklanmalari i¢in 4 alternatifteki optimal protokolden en
iyisi %4 DMSO+ %6 trehaloz+ %90 PBS olarak bulunan g¢alismaya bu proje
calismasinda alternatif dondurma soliisyonumuz klinik kullanimda giivenlik saglamak
amagli serum ortaminin otolog insan serumu olarak modifiye edildigi bir opsiyon
olacaktir. Bu sekilde dondurularak saklanan hiicreler ileri bir tarihte ihtiya¢ oldugunda
tekrar bir cerrahi operasyona gerek kalmaksizin ¢oziilerek doku defekt tamirinde ya

da kozmetik amacl cerrahi uygulamalarinda kullanilabilir olacaktir. Giincel literatiir
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incelendiginde adipoz dokunun yumusak doku defeklerinin tamirinde otolog kullanim
potansiyelinin yiiksek oldugu bununla beraber dokunun ve igerdigi kok hiicrelerin
farkli izolasyon, ¢ogaltma, saklama kosullari, yontemleri kullanarak etkinligi
incelenmis olsa da ¢alisma sayisinin azlig1, birbirine zit sonuglarin elde edilmis olmasi
ve hentiz dinya genelinde bu konuda klinige uygun etkin ve verimli bir standardin

olusturulamamis olmasi ¢aligmanin gerekgesidir.

MKH'lerin kemik, kikirdak, yag, kas, tendon, stroma ve noronal hiicrelere
doniisebilme yetisi onlari doku miihendisligi ve rejeneratif tipta faydali araglar haline
getirir. Bu hiicreler in vitro olarak plastik yiizeye yapisma ve Ozelliklerini
kaybetmeden 30- 40 jenerasyon pasajlanabilme 6zelligine sahiptir. Adiposit, kikirdak
ve kemik gibi mezodermal kokenli hiicrelere farklilasabildikleri gibi, ektodermal ve

endodermal kaynakli hiicrelere de farklanabilirler (45,57).

Insan adipoz mezenkimal kok hiicreleri pek ¢ok ¢alisma ve uygulamalarda standart
kiiltiir kosullarinda kiiltiire edilmekle birlikte viicutta fizyolojik olarak daha diisiik
oksijen seviyesinin oldugu ortamlarda bulunurlar. Standart kiiltiir ortaminda kisith

proliferatif ve migratif kapasiteye sahiptirler (125,126).

Literatiirde yag kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin kiiltiirii ve ekspansiyonunda az
sayida otolog serum denemesi yapilmis olamakla birlikte diferansiyasyonda
indiikleme ortamina FBS ilave edilmis sadece bir calismaya rastlanilmistir. Bu
calismada kondrojenik indiikleme ortaminda otolog serum uygulanmustir. Insan adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu, proliferatif kapasitesi,
diferansiyasyonu, canliligi ve migrasyonlari in vivo ve in vitro olarak arastirilmis az
sayida literatiir olmasiyla birlikte, hipoksi altinda otolog serumla birlikte bu etkilerin

arastirtlmasiyla ilgili literature rastlanilmamistir.

2008 yilinda Uluslararast Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT)’ nin fikir birligiyle MKH

olarak smiflandirma yapilabilmesi i¢in;
1.Hiicrelerin kiiltiir ortaminda plastik ylizeye tutunabilmeleri,

ii. Ylzeylerinde CD 105, CD 73 ve CD 90 gibi hematopoetik olmayan hiicre yiizey
belirteclerini eksprese ederken, CD 45, CD 34, CD14 veya CD 11b, CD 79 veya CD
19 ve HLA-DR tipik hematopoetik belirtegleri eksprese etmemeleri,
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iii. In vitro ortamda kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine farklilasabilmeleri

gerekmektedir (127,128).

Yag doku mezenkimal kok hiicrelerinin; tip 1 ve tip 2 diabetes mellitus, karaciger
sirozu, kron hastaligi, GVHD, miyokard infaktiisii, lipodistrofi, alzheimer, parkinson,
inme, vitiligo, bobrek ve kalp yetmezligi, fekal inkontinans, osteoartrit, osteoporoz,
meniskls gibi ortopedik hastaliklar, kanser ve immun hastaliklarda bagisiklik
sistemini baskilayici ve diizenleyici, multipl skleroz, sekonder progresif multipl
skleroz norodejeneratif hastaliklar, omurilik yaralanmalar1 ve travmatik sinir kesileri
gibi sinir sistemi hastaliklar1, dig hekimliginde implantlar, plastik cerrahide yanik
tedavisi gibi rejeneratif amacli, osteogenesis imperfekta gibi kalitsal hastaliklarda
kullanima ait deneysel ve klinik ¢aligmalar mevcuttur. Yag kaynakli mezenkimal kok
hiicreler diisiik immunjenitesi, yiiksek modulator ve immunsupresif 6zelliklere sahip
oldugu i¢in klinikte kullanilmaktadir. Bununla birlikte belli baz1 hastaliklarin tedavisi
icin klinik ¢alismalar halen devam etmektedir (9,65).

Deneye ait pasaj sonuglari agisindan hipoksik gruplarin tiimiinde normansi gruplara
daha hiicre yogunlugunun fazla ve konfluent olma zamanlarinin daha kisa oldugu
goriilmiistiir. Hiicre debrisleri ya da benzeri goriintii veren olast apoptotik cisimlerin

normansi gruplarinda hipoksilere gore daha yogun oldugu saptanmustir.

Mezenkimal hicrelerin spesifik 0zellikleri CD34 ve CD45 reseptor ifadesi

bulundurmazlarken CD73, 90 ve 105 reseptorleri ifadesi %80 ve ilizerinde olmalidir.

Yukarida yer alan akim sitometre sonuclarinda hiicrelerin yiizey reseptdrlerinin
ifadeleri sayisal olarak verilmistir ve kullanilan hiicrelerin mezenkimal kok hiicre

oldugu kanitlanmistir.

Verilere gore ilk yedi pasajda katlanma zamani 40- 60 saat arasinda degismektedir. En
diisiik katlanma siiresi hipoksi grubunda goriilmiistiir. Yedinci pasaj sonrasinda
katlanma sureleri giderek artis gostermektedir. Gruplar incelendiginde normansi
grubunun hipoksi grubundan daha yiikksek katlanma siiresine sahip oldugu
goriilmektedir. Dondurulup ¢oziilen hiicre gruplart incelendiginde hiicre katlanma
stirelerinin, dondurma islemi yapilmamis hiicrelere goére daha uzun oldugu
goriilmiistiir. Dordurma islemi uygulanmis gruplar kendi aralarinda incelendiginde
dondurulup ¢6ziilen normansi gruplari, aynm sekilde islem goren hipoksi gruplarindan

daha uzun katlanma siiresine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Hucre canlilig1 bulgular1 acisindan yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu Pasaj 1-
Hipoksi Canli hiicre - Pasaj 1 Normansi canli hiicre; Pasaj 3- Hipoksi canli hiicre -
Pasaj 3 Normansi canli hiicre; Pasaj 5- Hipoksi canli hiicre — Pasaj 5 Normansi canli
hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 sonug bulunmustur (p<0,005). Olii
hiicrelerin  her pasajdaki sonuclart degerlendirildiginde gruplarin  higbirinde

istatistiksel bir anlam elde edilmemistir.

Dondurma/¢éziilme normansi grubu istatistiksel karsilagtirilmasina bakildiginda ham
verilerde hipoksi yoniinde anlamli olabilecek bir sonug gozlenirken bunun istatistiksel

analize yansimadigi ve istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p=0,689).

Kikirdak yoniinde farklandirilan MKH hiicrelerine ait 6rneklerin histopatolojik
degerlendirilmesi yapildiginda her deney grubundan kikirdak eldesi saglanmustir.
Cesitli biiytikliikte elde edilen bu yapilarin inverted mikroskopik incelemesinde sferik
yapida ve degisken caplarda yapilar goriilmiistiir. Doku takibine alinan bu yapilardan
kesitler alinip Alcian mavisi ve anti-tip Il kollojen boyamalar1 yapilmistir. Alcian blue,
asit mukopolisakkaritleri ve glikozaminoglikanlar1 mavi renkte boyama o&zelligi
gostermektedir. Dolayistyla bu yapida spesifik olarak aggrecan sentezine isaret eden
bir yapidir. Aggrecanin Hipoksi ve Dondurulmus- C6ziilmiis hipoksi grubu kesitlerine
ait orneklerde daha yogun boyandig1 saptanmistir. Gruplara ait yapilan histopatolojik
incelemede alcian blue boyamasi ile paralel olarak Hipoksi ve Dondurulmus-
Coziilmis hipoksi grubunda daha yogun bir boyama gosterdigi goriilmiistiir yine ayni
gruplara ait 6rneklerde tip II kollojen sentezi yapan MKH’lerden kikirdak hiicrelerine
doniisen hiicre ve hiicre topluluklarinda sitoplazmik yogun boyanma verdikleri
saptanmustir. Ayrica her kesite ait sferik yapilarin etrafinda fibroblast benzeri hiicreler
ve kikirdak hiicrelerine benzer hiicrelerden karisik bir yapida olas siire¢ igerisinde
perikondriyum benzeri yapilanmanin olustugu saptanmistir. Elde edilen PCR
sonuglarina gore de relatif kantitasyon yapilabilmek i¢cin A/A Ct metodu kullanildi. Bu
metod ile aggrecan geninin ct degerleri ACTB geni ile normalize edildiginde,
yukaridaki tabloda goriilen pozitif degerler elde edildi. Bu degerler aggrekanin anlamli

artisini temsil etmektedir.
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SONUC VE ONERILER

1. FCS ve FBS gibi hayvan kaynakli serum igermeyen, insan serumu ile olusturulan
hipoksik kiiltiir ortamiyla, klinik kullanima uygun yag kaynaklt MKH elde edilmistir.

Bu hiicrelerin kikirdak dokusuna farklandig1 gosterilmistir.

2. Hipoksik ve normansi ortamlarda ayni pasaj, say1r ve ayni kisiye ait MKH’lerin
kondrojenik farklilagma ve proliferatif kapasitesi verileri degerlendirilerek hipoksik

ortamin daha iyi bir kiiltiir stratejisi oldugu sonucuna varilmaistir.

3. Otolog serumla izole edilen ve hipoksik kiiltlir ortaminda ¢ogaltilan yag kaynakli
MKH’larin otolog serumla kriyoprezervasyonu ile ilgili literatiirdeki boslugun

doldurulacag diistiniilmektedir.

4. Her deney grubuna ait MKH’lerden kikirdak doku elde edilmistir. Tip 1l kollojen
ve aggrecan sentezi agisindan bakildiginda hipoksik ve dondurup/¢6zme hipoksik

gruplarinda daha iyi kalitede kikirdak dokusu elde edilmistir.

5. Hiicre oliimii ile yapilan analizler sonucunda hipoksik grupta normansiye kiyasla
istatistiksel anlamli olarak hiicre sayisi yiiksek bulunmustur. Dondurma/¢oéziilme
hipoksi grubu- Dondurma/¢6ziilme normansi grubu istatistiksel karsilastirilmasina
bakildiginda ham verilerde hipoksi yoniinde anlamli olabilecek bir sonug gézlenirken
bunun istatistiksel analize yansimadigi ve istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi
(p=0,689). Bunun temel nedeninin hasta sayisinin yetersizligine bagli oldugu
yapilacak daha yiiksek N sayili ¢aligmalarda istatistiksel olarak anlamli sonuglar

aliabilecegi diisliniilmiistiir.

6. Bu calismada kriyoprotektan olarak kullanilan trehalozun, MKH iizerinde toksik

etki gdstermedigi saptanmistir.

7. MKH’lerin bankaciliginin yapilabilirligi ve rejeneratif tip ya da kozmetik amagl

kullanim potansiyeli olabilecegi sonucuna varilmastir.
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TESEKKUR
Doktora egitimim boyunca bilimsel anlamda her konuda bilgi ve tecriibelerini benimle
paylasan, her tirlii yardimi ve destegiyle arkamda oldugunu bildigim, ayrica tez
calisma konumun belirlenmesinden, arastirmanin sonu¢lanmasina kadar olan siirecte
bana yol gosteren degerli danisman hocam Prof. Dr. Yigit UYANIKGIL’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismam siiresince bilgisi, tecriibesi, tavsiyeleri ve yarattigi imkanlarla
yardimlarimi esirgemeyen degerli hocam Sn. Prof. Dr. Yigit Ozer TIFTIKCIOGLU’
na, flow sitometri analizleri asamasinda vaktini ayirarak yardimci olan degerli hocam,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Bagkami Sn. Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ’,
farklilastirma deneylerim siiresince benimle bilgisini, tecriibesini, vaktini ve emegini
paylasan her zaman destegini hissettigim degerli hocam Sn. Prof. Dr. Dilek
TASKIRAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calismamin deneysel asamalarinda bilgi ve tecriibeleriyle bana yardimei olan degerli
arkadasim Sn. Ars. Gor. Giirkan YiGITTURK’e, Sn. Burak GOKCE’ ye,
istatiksel analizlerinin yapilmasinda yardimer olan Sn. Dog. Dr. Timur KOSE’ye,
projenin her asamasinda gece gilindiiz demeden her kosulda bilgisi, destegi ve
yardimiyla yanimda degerli dostum ve is arkadasim olan Sn. Esra ARISU
NAGHAVI’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Caligmaya katilmay1 kabul edip bilime katki saglayan tiim goniillii hastalara sonsuz

tesekkiir ederim.

Tibbi Genetik Anabilim Dali 6gretim tiyesi Sn. Prof. Dr. Hiseyin ONAY ’a deneysel
caligmalarima vakit ayirabilmem igin igyerinde gosterdigi anlayis ve destegi i¢in

sonsuz tesekkiir ederim.

Destegini ve inancini esirgemeyen daima bana giivenen canim ailem; babam Mesut
TEKELI, annem Vicdan TEKELI, ablam Sebnem TEKELI, baba yarim camim
amcam Dr. Ali TEKELI’ ye ve yengem Dr. Ayse TEKELI’ ye sonsuz tesekkiiler

ederim.

Bu tez calismasmin gerceklesmesine Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel
Aragtirma Projeleri Komisyonu 2015-TIP-011 nolu BAP projesi araciligiyla destek

saglayan Ege Universitesi Rektorliigii'ne tesekkiirlerimi sunarim.
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OZGECMIS

Ad1 Soyadi :  Senem TEKELI

E-posta :  senemtekeli@gmail.com

Egitim Durumu

2012-Halen Ege tiniversitesi/Saglik Bilimleri Enstitiisi/ Kok Hiicre Anabilim Dali
Doktora

2006-2008 Anadolu Universitesi Biyoloji Anabilim Dal1 / Molekiiler Biyoloji Bilim
Dal1 — Yiksek Lisans - 4 / 3,67

2004-2005 Orta Dogu Teknik Universitesi / Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bilim Dali

( Tamamlanmadi )

2000-2004 Eskisehir Osmangazi Universitesi / Biyoloji Anabilim Dali — Lisans — 4 /
3,48

Yuksek Lisans Tezi

“Baz1 Bitki Ekstrelerinin Mast Hiicreleri Uzerine Etkilerinin In Vivo Arastirilmas1”
Burs & Basan Bilgileri

Egitim Basar1 Bursu / Ozel Kurum / 2006-2008 - ANKARA

Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyoloji Boliimii Yiiksek Seref Ogrenciligi / 2001 -
2004

Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyoloji Béliimii Mezuniyet Boliim Ugiinciigii /

2004
Yabanc Dil

Ingilizce Orta Dogu Teknik Universitesi Yabanci Dil Sertifika Programi 2004 -2005
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Egitim Sertifikalar:

“Cord Blood Establisments Accreditation” under the EU Project of “Technical
Assitance on Aligment in Human Tissues and Cells” — Saglik Bakanligi — 04-08 / 2018

Yabanci Dil Sertifika Programi — ODTU — 23.09 — 10.06 / 2005

New Brunswick Marka 170S Model CO2 inkiibator Cihazina Iliskin Kullanici Egitim
Programi 14.11.2014

Olympus Marka S761 Model Stereo Mikroskop Cihazina iliskin Kullanici Egitim
Programi 14.11.2014

OHSAS 18001:2007 Is Saghg ve Giivenligi Yonetim Sistemi i¢ Denetgi Egitimi
OHSAS 18001:2007 Is Saghig ve Giivenligi Yonetim Sistemi Temel Egitimi
Toplam Kalite Yonetimi

ISO 9001:2008 Kalite Yonetimi Sistemi Temel Egitimi

ISO 9001:2008 Kalite Y&netim Sistemi I¢ Denet¢i Egitimi

Bigisayar Kullanimi ( Bilgisayar Isletmenligi — Operatdr ) Programi Sertifikasi

Katilim Sertifikalar:
2. Hematolojik Genetik Sempozyumu / Ege Universitesi Tip Fakiiltesi /
24-26/2016 - IZMIR

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

Somatic Cell Nuclear Transfer For Regenerative Medicine and Disease Modeling &
In Vitro Production of Bovine Embryos / EUTF Kordon Kan1 Hiicre & Doku Merkezi
/2014
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2. Ulusal Saglik Bilimleri Lisansiistii Ogrenci Kongresi — Celal Bayar Universitesi —
17-20.04 / 2014

Ege Universitesi Temel Kok Hiicre Egitim Semineri Egekok/IZMIR 25 Ocak
2014

1.Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ogrenci Kongresi — Ege Universitesi / 2008
Staj

Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali — 2004 ( 1 ay)

Bilgisayar Bilgisi

Microsoft Office Word — Excel — Powerpoint, Internet

Is Deneyimi
2011 — 2015 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Doku Hiicre Uygulama ve Arastirma

Merkezi

2015 — Halen Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

Projelerde Aldig1 Gorevler

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

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 Hicrelerde Kriyoprezervasyon Etkisi, Proliferatif Ve Kondrojenik Farklanma

Kapasitesinin Incelenmesi. Ege Universitesi Insan Etik Kurulu, 2015
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Dergilerde Yayinlanan Makaleler

Tekeli Senem, Naghavi Esra Arisu, Gokge Burak, Sir Gozde, Yigittiirk Giirkan,
Cavusoglu Tiirker, Uyanikgil Yigit, Kok hiicreler; mezenkimal kok hiicreler ve giincel
klinik uygulamalar1 Review, 2016, FNG Bilim Tip Transplantasyon Dergisi
2016;1(2):72-83

Sir Gozde, Tekeli Senem, Kiirek¢i Sebnem Yildirim, Naghavi Esra Arisu, Cavusoglu
Tirker, Uyanikgil Yigit, Kordon kan1 kok hiicreleri ve klinik kullanimi1 Review, 2016,
FNG Bilim T1p Transplantasyon Dergisi 2016;1(2):53-58

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/2015 - ANTALYA

2. Ulusal Saglik Bilimleri Lisansiistii Ogrenci Kongresinde “Flow Sitometri Temel

Prensipleri ve Kordon Kaninda Kullanimi1* sunumu, 17-20 Nisan/2014 - MANISA

“ Insan Adipoz Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicre Bankacig1” konulu seminer sunumu,

2014, Kordon Kani1 Hiicre & Doku Merkezi — IZMIR

“ Biyoteknolojinin Tipta Kullanim1 > konulu seminer sunumu, Anadolu Universitesi -

ESKISEHIR
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