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OZET

Amag:

Ekstraselluler matriks immiin inflamasyon aracili olusan patogenezi tam olarak
anlasilmig ancak rejenerasyon etkisi birgok dokuda orneklenmemis durumdur.
Inflamasyon sebebiyle ekstraseliiler matriks proteazlarina maruz kalan dokularda
immiin hasarlanma olusur ve hiicresel aracili sivilarda artis gozlenir. Bu durumda bu
hasarlanma sonucu dokularda sislik kizariklik ve 1s1 artis1 olusur ki bu da agr1 ve
haraket kisitliligina sebep olur. Bundan dolay: bu tip patogenezlerde kok hicrelerin
molekdler degisimi ve bu hasarlanmanin htcresel rejenerasyonu literatiirde aktuel
olarak tartisilmaktadir. KOk hucrelerin hasarli dokudan go¢ sebebiyle hasarin
yasandig1 ekstraselliiler matrixe g6¢ etmesi ve bunun Sonucu bazi doku onarim
mekanizmalarinin aksamaya ugramasi dokudaki yikimi hizlandirmaktadir. Kok

hicrelerin rejenerasyon yapabilmek i¢in mikro gevre nislerine ihtiyaci vardr.

Rejenerasyon mekanizmalar1 tiizerine yapilmig bircok arastirmada kok
hiicrelerde isleyen yolaklar iyi anlagilmistir. Tezimde bu yolaklar Gizerinde gorev alan
JUNB, MEPE, MMP13, MMP2 proteinlerine yogunlastim. Bu genlerin kodladig:
proteinler kok hiicrelerin yeniden modellenmesi, asimetrik boliinmesi, doku onarimi

gibi 6nemli islevlerde gorev alirlar.

Tezimde dokuda  gerceklesen inflamasyonun  doku  rejenerasyon
mekanizmalarina olan etkisi kok hiicre migrasyonunda islev kaybettigi savunuldu.
Dokuyu rejenere etme kabiliyetlerinin kaybetmelerinin sebebi olarak mikro ¢evre

nislerinin bozulmasi ve tutunma yetilerinin azalmasi oldugu diistiniildd.
Gerec ve YOntem:

Tezimde ekstraseliiler matrix hasar taklidi ¢esitli doku kok hicreleri tzerine
yapildi ve daha Onceden ayarlanan hasar modelleri ve farmakolojik modiilasyon
modellerinde bahsi gecen rejenerasyon yolaklarinin 6nemli proteinlerinin ekspresyon

seviyeleri olculdi. Bu amagla 6 kuyucuklu toplam 9 plate’de Sinoviyal kokenli,
I



Umbilical cord kokenli ve Adispose doku kokenli kdk hucreler ayr1 ayr1 3’er platede
kiltirlendi. Her plate icinde 24 saat ve 48 saat kultlr stresi olarak, placebo
kilturleriyle beraber IL-1 ve IL-1+Canakinumab antogonisti olacak sekilde dizayn
edildi. Ardindan kiiltiirlerden alinan 6rneklerden MRNA izolasyonu yapildi ve izole
mRNAlardan Reverse T. PCR ile cDNA elde edilip elde edilen cDNAlarin RealTime
PCR ile daha once siparis verilen JUNB, MEPE, MMP13, MMP2 Tagman hazir
problart kullanilarak ekspresyon seviyeleri Ct degeri olarak ABI7000 RT-PCR
cihazinda olgiildii. Cikan sonuglar AACt hesabi ile degerlendirildi. Ve katlanma

formiiliiyle fold change hesaplandi.
Bulgular:

Degerlendirmelere gore ekstraselltler matriks hasar taklitleri ve farmakolojik
modulasyonlarda hicresel rejenerasyon yolaklarinda gorev alan proteinleri kodlayan
genlerin ekspresyonlarinda degisim g0zlemlendi. IL-1 hasar taklitlerinde rejenrasyon
yolaginda gorev alan proteinlerinin ortamda azalmasma sebep olacak bir gen

ekspresyonu azalmasi saptandi.

Tartisma ve Sonug:

Deney bulgularimiza gore ekstraselliiler matrix inflamasyon hasarinin in-vitro
taklidi yapilan kiiltiirlerde, hiicresel ve dolayisiyla dokusal rejenerasyona hiicrelerin
tutundugu nisten ayrilip, yangisal reaksiyonlarin oldugu, islev gdéremeyecekleri
stispanse ortama dahil olduktan sonra rejenerasyon yeteneklerini kaybetmektedirler.

Bunun disinda yangisal hasar ile kok hiicrelere ve g¢evre doku hiicrelerine
verilen hasarda kok hiicrelerde eksprese edilen ve ekspresyon seviyesinde artis
gOsteren MEPE proteini bitin dokuda artarak ilerleyen bir sinyal olarak islev

goriirken JUNB proteini tekil hiicre hasarinda rejenerasyon baglatir.



ABSTRACT

Goal:

The pathogenesis caused by the extracellular matrix immunoinflammation is fully
understood, but the regeneration effect is not sampled in many tissues.
Immunological damage occurs in tissues exposed to extracellular matrix proteases
due to inflammation and increases in cellular mediators. In this case, the swelling
redness and temperature increase occur in these damaged tissues, which causes pain
and movement restriction. Hence, molecular alteration of stem cells in such
pathogenesis and cellular regeneration of these damages are currently discussed in
the literature. Migration of the stem cells to the extracellular matrix where the
damage is experienced due to migration from the damaged tissue, which results in
the acceleration of the destruction of the tissue due to the occlusion of some tissue
repair mechanisms. Stem cells require microenvironmental niches to regenerate.

In many studies on regeneration mechanisms, the pathways that work in stem cells
are well understood. I concentrated on the JUNB, MEPE, MMP13, MMP2 proteins
involved in these pathways. The proteins encoded by these genes function in
important functions such as stem cell remodeling, asymmetric cleavage, tissue repair.
It has been argued that the effect of tissue inflammation on tissues in tissue has lost
its role in stem cell migration. The loss of their ability to regenerate the tissue was
thought to be due to the degradation of microenvironmental niches and the decrease
in their ability to hold.

Materials and Methods:

In the assay, imitation of extracellular matrix damage was performed on various
tissue stem cells, and expression levels of important proteins of regenerating
pathways regulated in pre-defined damage models and pharmacological modulation
models were measured. For this purpose, Sinobiyal, Umbilical cord and Adispose

tissue stem cells were cultured on 3 plates in 9 plates with 6 wells. Each plate was

v



designed to be IL-1 and IL-1 + canacinumab antagonists with placebo cultures for 24
hours and 48 hours as culture supernatants. Then mRNA was isolated from cultured
samples and cDNAs were obtained from isolated mMRNAs by Reverse T. PCR and
the cDNAs obtained were measured by RealTime PCR on ABI7000 RT-PCR as
expression levels Ct value using JUNB, MEPE, MMP13, MMP2 Tagman Ready
Probe. The results were evaluated with the A ACt account. And the fold change
formula is calculated fold change.

Results:

According to the evaluations, changes in the expression of genes encoding proteins
involved in extracellular matrix damage mimicities and pharmacological modulation
in cellular regeneration pathways were observed. In IL-1 damage mimicry, a
decrease in gene expression was detected, which would result in the reduction of the
proteins involved in the regeneration pathway.

Discussion and Conclusion:

According to our experimental findings, extracellular matrix inflammation damage is
lost in regenerating ability after in-vitro pretreatment cultures in which cells and
tissues regenerate are separated from the niches that the cells are holding, including
inflammatory reactions and suspen- sion that they will not function.

In addition, the JEPA protein initiates regeneration of single cell damage while the
MEPE protein, which is exogenously expressed in stem cells in damage to root cells
and surrounding tissue cells by inflammatory damage, increases in expression level

and functions as an increasing signal in the whole tissue.



ICINDEKILER

(011510 740U |
(74 =1 OO I
ABSTRACT ..ot tee s ses st ss s sssssn s sans s snsesnsse o \Y
TABLOLAR DIZINI ......ooooiiiiice ettt VI
SEKILLER DIZENT ..ottt et Vil
KISALTMALAR ..ottt X
BOLUM Lottt ses s sansans 1
1. GIRIS VE AMAGQ ...t vesae st sanansanens 1

2. GENEL BILGILER............ccoiiitiiiiiiiiteiee et 2
2.1. KOK HUCRELER ve OZELLIKLERI...........cccccoooviiviiiiieiieieieee e 2

2.2. EKSTRASELULER MATRIKS INFLAMASYONU .........ccceovviiniererernnnn, 13

2.3. KOK HUCRELERDE REJENERASYONLA iLGILI GENLER.................... 24
BOLUM I oottt ettt ettt s s st sesasae s st senesasseaesesanans 29
3. GERECLER VE YONTEM.....oomiiitieieieeeeee et 29
3.1. KOK HUCRE KULTURLENMESI ...........cccoooviviiiiiiieieieiceeeie e, 29

3.2. KULTURLERIN MANIPULASYONU.........ccoooiiiiiiiiiiieiiesesiesese e, 33

3.3. RNA iZOLASYONU VE CDNA ELDESI ........cocoovviiiiiiiieecee e 35

3.4. EKSPRESYON ANALIZI ........cooovoiiiiiieieceeeece e 38
BOLUM H oot 43
B, BULGULAR ......ootceeeeeeeeeteeeeees e s s s ss s s s saesans 43
BOLUM V.ot sttt bbb 48
5. SONUCLAR VE TARTISMA ........coovvuimueeeeeeeeeeeeeesesseessessssssssessssssssessassssssesseseens 48
BOLUM V..ot st ettt asas sttt essasanaesesasans 53
T KAYNAKGCA ...t 53
OZIGECMIS.... et eeee ettt n et eees s ee s et s e eeeeenaeee 70

Vi



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: Sayfa 5 - Mezensimal kok hiicrelerin karakterizasyon yiizey

antijenler.

Tablo 2: Sayfa 42 — Ct degerleri tablosu

Tablo 3: Sayfa 43 — Fold Change degerleri tablosu

Tablo 4: Sayfa 45 — Karsilastirmali Fold change analizi

Vil



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1: 3. Sayfa - Mezenkimal Kok Hiicreler.

Sekil 2: 4.Sayfa - Kok Hicrelerin karakteristik 6zellikleri.
Sekil 3: 6.Sayfa - Rejenerasyon Asamalari

Sekil 4: 10. Sayfa - Kok Hucre temini ve uygulanma déngust
Sekil 5: 15. Sayfa - MSC’lerin immin modilasyon etkileri.

Sekil 6: 16. Sayfa - PAR1 proteini MMP13 tarafindan non-kanonik yoldan

kirpilir. Bu durum PAR1 transmembran proteinin iglev kaybi ile sonuglanir.
Sekil 7: 17. Sayfa - MMP-13’(in Stem cell dokilmesine etkisi.
Sekil 8: 18. Sayfa - JunB overekspresyonu ve hiicre siklusu iligkisi
Sekil 9: 21.Sayfa - Kayip yasanmadigini kanitlamak i¢in Tripan-Blue boyama

Sekil 10: 26. Sayfa - 6 Kuyucuklu plate iizerinde deney diizenegi

Vil



KISALTMALAR

ECM

PGA

PLA

PLGA

HA

SBF

IGF

TGFR

BMP

EKH

MKH

hOB

VEGF

DMEM

MEM

K/HA

Ekstraseluler matriks

Kitosan

Poli(glikolik asit)

Poli(L-laktik asit)

Poli(Laktik-ko-glikolik asit)
Hidroksiapatit

Yapay viicut s1visi (Simulated Body Fluid)
Insiilin-benzeri bluytuime faktori
Déniistiiriicli (Transforming) biiylime faktorii
Kemik morfojenik protein

Embriyonik kok hiicre

Mezenkimal kok hiicre

Insan osteoblast1
Vaskiler Endotelyal Buyume Faktori
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Modified Eagle’s Medium

Kitosan/Hidroksiapatit



BOLUM I

1. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal kok hicrelerin rejenerasyonu eklem ve kemik, kas ve diger
dokularin cerrahisinin en temel c¢alisma alanlarindan biridir. Travma, kronik
enfeksiyon, kist ve tiimor rezeksiyonlari gibi durumlarda defektler olugmakta ve
cogu vakada kemik greftlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Uygun tasiyict tiretimi ve klinik kullanima hazir hale getirilmesi de doku
miihendisligi i¢cin dnemli bir ¢aligma alanidir. Bu amagcla pek ¢ok sentetik materyal
ozellikleri  gelistirilerek  kullanilmaya devam edilmektedir. Uygulanacak
biyomateryalin  biyoeriyebilir, biyouyumlu, osteokondiktif ve osteoindlktif
Ozelliklerinin yeterli diizeyde olmasi hedeflenmektedir.

Giivenilir bir tasiyici teminiyle beraber saglikli ve kaliteli bir doku olusumu
icin uyarict hiicreler de kullanilmaktadir. Mezengimal kok hiicreler bahsedilen bu
tedavi yaklasimlarinda 6nemli rol {istlenmektedir.

Kok hiicrelerin kesfi ve potansiyellerinin anlagilmasi iizerine bu alana yonelik
ayrilan fonlar ve ¢alisma sayilar1 da artmistir. Ulkemizde de bu alanda artan bir ilgi
bulunmaktadir. Kok hiicreler, kendini yenileme kapasiteleri ve bagka hiicre tiplerine
farklilasabilme 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadirlar.

Viicutta, kordon kani, plasenta, kemik iligi, yag dokusu gibi pek ¢ok dokudan
elde edilebildigi gibi ¢esitli kaynaklardan da temin edilebilmektedirler. Kolay elde
edilebilmeleri ve ylksek farklilasma potansiyelleri ¢esitli mezenkimal kok hicre
kaynaklarini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Adipoz kokenli mezenkimal kokenli kok hiicreler hem yontem olarak kolay
elde edilebilirligi hem de osteojenik farklilasma kapasitesinin yeterli oldugu pek ¢ok
kez gosterilmis olmasindan dolay1 6nemli bir kaynak olarak goriilmektedir.

Bu ¢alismada, Artiritik Hasara Spesifik Uyandirilmis Sinovial Kékenli, adipoz
kokenli ve kordon kani kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerde olusturulan standart

defektlerin hiicreli ve hiicresiz yaklagimlar kullanilarak rejenerasyon incelenmesi



yapildi. Doku miihendisliginin mezenkimal kok hiicre rejenerasyonunda etkinliginin
gosterilmesi ve klinik kullanim i¢in potansiyelinin gdsterilmesi i¢in deney
diizeneginde rejenerasyona yogunlagildi.

Ekstraselluler inflamasyon kronik yada sistemik goriilen hastaliklarda
rastgelinen bir durumdur. IL-1 ve TNF-a’nin ekstraselliler matrix iginde
birikmesiyle matrixde yikic1 proteazlarin olusumuyla kollogen IV’lerin zarara
ugramasi ve layerin incelmesiyle olusur.

Calismamizda EMI taklidi edilmis sinoviyal, adipoz doku ve kordon kani1 kdok

hicrelerinin rejenerasyon yeteneginin akibeti izerine yogunlasildi.

2. GENEL BILGILER
2.1. KOK HUCRELER ve OZELLIiKLERI

Hicre patolojisinin kurucusu ve modern hiicre teorisinin oncilerinden
olan, Rudolf Ludwig Karl Virchow (1821-1902), her bir hiicre var olan baska
bir hiicreden olustugunu ileri siirdiigli tezinde, ilk defa ‘kokliiliik’ (stemness)
kavramindan bahsetmistir. K6k hiicre kavrami ilk olarak bilim literatoriine
girmesi, 1868 yilinda Alman biyologu Ernst Haeckel tarafindan saglanmustir.
Darwin’in evrim teorisinin biiyiik destekcisi olan Haeckel, organizmanin
evrimini aciklamak icin cizdigi filo genetik agaclara ‘‘kok agaci’” (Almanca
Stammbaume) adimi vermistir. Bu agacin tepesinde bulunan ve ¢ok hucreli
canlilarin tamaminin atas1 kabul edilen tek hiicreli canliya ‘‘kok hiicre”’
anlamina gelen ‘‘Stammzelle’’ adin1 vermistir. Ayrica daha sonralar bu tanimi
gelistiren Heackel, organizmay1 olusturacak olan déllenmis yumurta’ya da kok
hiicre adin1 vermistir. Bu hiicrelerin biyolojisini anlamak icin bilinmesi gereken
bazi terimler;

Totipotent kok hucreler: Her yonde farklilasabilen ve canliyl
olusturabilme yetisine sahip kaynak hiicrelerdir.

Pluripotent kék hiicreler: Cok yonlii farklilagabilen ve bircok dokuya

kaynaklik eden hiicrelerdir.



Multipotent kok hticreler: Birkag farkli hiicreye doniisebilen kok hiicreler.
Kendini yenileme (self-renewal): Kok hicrelerin belli bir hiicre tipine

farklilasmadan ayn1 genetik yapida kendini yenilemesidir.

Nerve cells Liver cells

¥ / Stem cells
| 'I “

Cardiac cells Blood cells

Kék hiere her tirli hicreye dénisebilin
Sekil 1: Mezenkimal Kok Huicreler.

Farkhlasma (diferansiyasyon): Hiicrelerin farkli gorev ve islevler i¢in bagka
bir hiicre tipine donlismesine denir. Her hiicrenin farklilasma kapasitesi farkll
olabilir.

Embriyonik kok hicreler: embriyonun erken evrelerinde bulunan totipotent
ozellikte olan hiicrelerdir. In-vitro gebeliklerde ihtiya¢ fazlasinin alinmasi ile temin
edilmektedir.

Somatik (yetiskin) kok hiicreler: Doku ve organlar gelismis bireylerden elde
edilen kok hucrelerdir.



What is a Stem Cell?

A mesenchymal stem cell is a primitive cell with the ability to:

7_':'*“-}5
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Reduce Inflammation

Differentiate into Multiple Tissues

Fight Apoptosis (Cell Death) Muscle Bone Fat Cartilage

Sekil 2: Kok Hucrelerin karakteristik dzellikleri.

Sinoviyal Doku Kaynakli MKH

Sinoviyum; kemiklerin kikirdakla kapli alanlar disindaki, eklem
kapsultinln i¢ yizeyini ¢evreleyen ve kok hiicreden zengin olan bir vaskuler
bag dokusudur. Gilinlimiizde, 06zellikle eklem hasarlarinin tedavisinde
kullanilan sinoviyum (doku kaynakli kok hiicreler), hastadan artroskopik
cerrahi ile alinan biyopsilerden elde edilmektedir.

Sinoviyal kok hiicre kendini yenileme potansiyeline sahiptir. Cogalarak,
ayni genetik yapiya sahip hiicreler olustururlar. sinoviyumdan elde edilen bu
hiicreler totipotent yapidadir. Sartlar saglandiginda kikirdak gibi hiicre tiirlerine

degisebilirler. Ancak tek baglarina yeni bir organizma olusturamazlar.

Mezensimal Kok Hiicrelerin  Karakterizasyonunda Hucre Yizey
Antijenleri (CD sistemi)

Baslangicta sadece 16kosit antijenlerini siniflandirmak i¢in kullanilan bu
sistem gilinlimiizde endotel hiicreleri, sitokin reseptorleri, bazi intraselliiler
molekiiller ve kok hiicreler i¢in de kullanilmaktadir. Karakterizasyonlari
tamamlanmis CD1’den CD350’ye kadar numaralandirilmis bu antikorlar,

arastirma, tani, hastalik takibi, tedavi ve hiicre karakterizasyonunda yaygin



olarak kullanilmaktadir. Bu ylzey antijenlerinden CD44, CD73, CD90 ve CD105

calismada tercih edilen yiizey antijenleridir.

Mezenkimal kék hicrelerin pozitif ylzey antijenleri

CD13 CD73 CD126 CD58
CD29 CD90 CD127 CDh71
CD44 CD102 CD166 CD123
CD51 CD105 CD140a CD124
CD54 CD106 CD120a CD120b

Tablo 1: Mezengimal kok hiicrelerin karakterizasyon yiizey antijenler.

REJENERASYON:

Doku kaybindan sonra ortadan kalkan hiicrelerin yerini ayni cinste ve ayni
degerde cogalan hiicrelerin doldurmasi’dir. Buna en iyi 6rnek, kuyrugu kopan bir
kertenkelede yeni kuyruk olusumudur. Insanlarda her doku rejenere olamaz ama deri,
mukoza, damarlar ve kemik iligi gibi dokular iyi rejenere olmaktadirlar. Ancak kas,
akciger ve beyin hiicrelerinde rejenerasyon yetenegi yoktur. Ayrica bu hiicrelerin
olimii o bolgenin sikatris doku ile dolmasina ve ilgili organin ¢alisma yeteginin

diisiiriilmesiyle sonuglanmaktadir.

Rejenerasyon Asamalarti,
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Sekil 3. Rejenerasyon Asamalari

Salamanderler diger omurgalilarin aksine hayatilari boyunca bacaklarini
yeniden canlandirabilirler ve boylece bu olayin nasil yapilacagini gozlemlemek
icin benzersiz bir pencere olustururlar. Bir semenderde basarili kol bacak
yenilenmesi, yara iyilesmesi ile baslayan ve bir rejenerasyon blastomu ile biten
erken faz’dan olusan iki asamali bir siirectir (Sekil 3). Bu embriyo bacak
gelisimi sirasinda meydana gelen olaylar, ikinci yeniden gelistirme fazi
takibinin bir tekraridir.

Uzuv rejenerasyonunun sonraki asamasi, uzuv gelisimine esdeger olan,
blasteminin ortaya ¢ikmasina yol agan, erken rejenerasyon asamasina dzgiidiir.

Rejenerasyonun benzersiz olaylari, epidermal hiicrelerin yarayr hizla
kapatmasi, farklilastirmayr uyaran yara epidermisi ve altta yatan kutik
hiicrelerin arasindaki etkilesimleri ve blastoma neden olan hiicre gogiini ve
cogalmasini icermektedir.

Insan mezensimal kok hiicreleri, eriskin kemik iliginde bulunan,
farklilasmamais hiicreler olarak ¢ogalabilen ve kemik, kikirdak, yag, tendon, kas
ve kemik iligi dahil olmak iizere mezenkimal dokularin soylarmma ayirma

potansiyeline sahip olan multipotent hiicreler oldugu diisiiniilmektedir.



Insan mezensimal kok hiicrelerinin dzelliklerine sahip olan hiicreler, géniillii
donorlerin kemik iligi kaynakli hiicrelerinden izole edilmektedir. Bu hucreler
istikrarli fenotipi gostermektedirler. Bu yetiskin kok hiicreleri, sadece adipositik,
kondrositik  veya osteositik soylarina indiiklenebilmektedirler. Kolonilere
genisletildiginde, potansiyellerini koruyan bireysel kok hiicreler tespit edilmistir.

Son zamanlarda, pluripotent kok hicreler insan fetis dokusundan
kiiltiirlenmistir ve embriyonik germ katmanlarinda bulunan ¢esitli hiicre tiplerine yol
a¢gma yetenegini gostermistir.

Burada agiklanan mezenkimal hiicreler, yilizeylerinde bir dizi markor proteinin
varlig: ile kiltiirde, iyi yayilmis morfoloji ile ¢ogalma kabiliyetleri ile karakterize
edilmistir.

Sinoviyal kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kemik iyilesmesi iizerine
etkileri, ekartasyon ve potansiyel osteojenik etkileri nedeniyle son yillarda
arastirtlmaya baglanmigtir. Planlanan in vitro arastirmanin amaci, polikaprolakton
doku iskeleleri Uzerinde kultire edilecek insan dental pulpa (DPSC) ve folikil
(DFSC) dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kemik doku rejenerasyon
kapasitesini karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Simdiye kadar hastaliklarin tedavisine yonelik c¢esitli  yaklagimlar
uygulanmasina ragmen iyilesme hizina bagl olaylar, hastaligin tedavisinin oniinde
onemli engeller olusturmaktadir. Bu nedenle hasar gérmiis sinire bagli patolojilerin
giderilmesinde yeni yaklasimlarin gelistirilmesi olduk¢a oOnemlidir. Kok hiicre
alanindaki gelismeler ve kok hiicreye dayali tedavi yaklagimlarindaki ilerlemeler
sinir doku hasarlarinin tedavisinde de yeni iimitlere yol agmaktadir.

Periferik sinir hasarlarinda yag, kemik iligi ve hipokampal noral kok hiicre
kullanan deneysel calismalarda bazi olumlu sonuglar elde edilse de problemin
¢oziimili heniiz miimkiin olmamistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda kok hiicre
tedavilerinde basarinin saglanmasi i¢in hasar gormiis bolgenin sahip oldugu
mikrogevre ile wuygulanan kok hiicre kaynagmin uygun olmasit gerektigi
vurgulanmaktadir.

Literatiirde bu konu ile ilgili ¢aligmalar az sayida olsa da giderek Onem
kazanmaktadir. Ayrica simdiye kadar sinir hasarlarinin rejenerasyonunda bu alanda

herhangi bir ¢alismaya da rastlanilmamistir. Buna gore de bu tez ¢aligmasinin amaci;
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insan biyopsi Oneklerinden kok hiicrelerin izolasyonu, devamli kiiltiiriiniin
yapilmasi, karakterizasyonu ve kriyoprezervasyonunu gerceklestirilmekle, kok
hicrelerden yeterli miktarda hiicre Kitlesi elde edilip ilk kez olarak hasar
gormiis sinir rejenerasyonunda temellerine dayali yeni bir yaklasim
gelistirilmesi ayrica ileride hiicresel tedaviler ve doku miihendisligi
calismalarinda kullanilmak {izere kok hiicre kriyobankinin olusturulmasi
olmustur.

Doku miihendisligi, yeni doku ve organlar1 olusturmak/onarmak icin pek
cok disiplinin beraber calistig1 ve 6zellikle son yillarda daha fazla olmak iizere
hayli ilgi uyandiran bir alandir. Genel olarak tasiyici ve uyarici ajanlarin uygun
bicimde kullanilarak dokunun teminini saglamaktadir.

Sinovial kokenli mezenkimal kok hiicrelerin rejenerasyonun, agiz, dis ve
cene cerrahisinin en temel calisma alanlarindan biridir. Travma, kronik
enfeksiyon, Kist ve timor rezeksiyonlar: gibi durumlarda defektler olusmakta
ve ¢cogu vakada kemik greftlerine ihtiyag duyulmaktadir.

Uygun tasiyici iiretimi ve klinik kullanima hazir hale getirilmesi de doku
miithendisligi i¢in 6nemli bir ¢alisma alanidir. Bu amagla pek g¢ok sentetik
materyal Ozellikleri  gelistirilerek  kullanilmaya devam edilmektedir.
Uygulanacak biyomateryalin biyoeriyebilir, biyouyumlu, osteokondiktif ve
osteoindiiktif 6zelliklerinin yeterli diizeyde olmas1 hedeflenmektedir.

Giivenilir bir tasiyici teminiyle beraber saglikli ve kaliteli bir doku
olusumu i¢in uyarict hiicreler de kullanilmaktadir. Mezensimal kok hiicreler
bahsedilen bu tedavi yaklasimlarinda 6nemli rol tistlenmektedir.

Kok hiicrelerin kesfi ve potansiyellerinin anlagilmasi iizerine bu alana
yonelik ayrilan fonlar ve calisma sayilar1 da artmistir. Ulkemizde de bu alanda
artan bir ilgi bulunmaktadir.

Kok hiicreler, kendini yenileme kapasiteleri ve baska hiicre tiplerine
farklilasabilme 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadirlar.

Viicutta, kordon kani, plasenta, kemik iligi, yag dokusu gibi pek cok
dokudan elde edilebildigi gibi dental kaynaklardan da temin
edilebilmektedirler. Kolay elde edilebilmeleri ve yiiksek farklilagsma



potansiyelleri sinovial kokenli mezenkimal kok hiicre kaynaklarini 6n plana
cikarmaktadir.

sinovial kokenli mezenkimal kokenli kok hicreler hem yontem olarak kolay
elde edilebilirligi hem de osteojenik farklilasma kapasitesinin yeterli oldugu pek ¢ok

kez gosterilmis olmasindan dolay1 6nemli bir kaynak olarak goriilmektedir.

Bu calismada, Artiritik Hasara Spesifik Uyandirilmis Sinovial Kokenli
Mezenkimal Kok Hiicrelerde olusturulan standart defektlerin hiicreli ve hiicresiz
yaklasimlar kullanilarak rejenerasyon incellenmesi yapildi. Doku miihendisliginin
mezenkimal kok hiicre rejenerasyonunda etkinliginin gosterilmesi ve klinik kullanim
icin potansiyelinin gosterilmesi hedeflenmektedir.

Dokular, onarim ya da rejenerasyon yoluyla iyilesebilirler. Onarim, doku hasari
meydana geldikten sonra mevcut duruma uyum saglama durumudur. Kaybedilen
doku ile islev ve yap1 olarak farklilik gosterebilmektedir. Rejenerasyon ise
kaybedilen dokunun ayni yerde yeniden olusturulmasidir. Bu yeni doku, kaybedilen
dokunun bire bir aynisidir.

Hasarli ve islevselligini yitirmis organlarin yenisi ile degistirilmesi fikri doku
mihendisligi ¢aligmalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak biiyiikk organlarin
olusturulmas1 su asamada pek c¢ok zorlugu da beraberinde getirmektedir. Ciinkii

bliyiik yapilarin, olusturulan iskeleler iginde beslenmesi ciddi bir sorundur.




Sekil 4: Kok Hucre temini ve uygulanma dongusu

Doku kiiltiiriinde kullamilan malzemelerin 6zellikleri;

1) Hiicrelerin tutunmasini saglamali.

2) Hiicrelerin biiylimesini saglamali.

3) Biyouyumlu olmali.

4) Biyog¢dziiniir olmalina ragmen uygun zamanda ¢6ziinmeli ve
¢ozlnlrken toksik etki olusturmamali olmasi.

5) Hucre gog¢limiine izin vermesi.

6) Gozenekler birbiriyle baglantili olmali.

7) Mikro gozeneklerle yiizey alan1 genis olmali.

8) Doku tamirine kadar mekanik 6zelliklerini korumus olmali.

9) Talep edilen sekilde tiretilebilmeli.

2.2. SINOVIYAL DOKU

Eklemlerin gevresini kaplayan “sinovyum” adli kalin bir zar vardir. Hareketli
bir eklemin ¢evresindeki kapstlu saran zara denir. Sinovyum, el ve ayaklardaki bazi
tendonlara kilif da saglar. Eklemi ya da tendonu kayganlastiran, eklem kikirdagini
besleyen az miktarda, koyu kivamli bir sivi sinovyal siviyr salgilar. Sinovyum
iltihaplanabilir; eklemde bu durum sinovyit olarak adlandirilir-ken, tendon kilifinda

tenosinovyit olarak adlandirilir.
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Normal Eklem Yapisi

Eklemin i¢
Yiiziinii Kaplayan
Sinouyal Zar

\ Kikirdak

2.3. UMBILICAL CORD KOK HUCRELERI
Kordon kani kok hiicreleri olarak bilinen bu hiicreler +34 CD olup blastormer
evresi oncesi en yakin hiicreler olarak degerlendirilirler. Bu hiicrelerde higbir tayin,

proliferasyon gerceklesmemis olup bircok tedavide kullanilirlar.

2.4. ADiPOSE DOKU KOK HUCRELERI
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Kompleks bir canlt olan insan, olaganiistii bir koruma mekanizmasi gelistirerek
zararli olabilecek etkenlerden miimkiin oldugunca kendini uzak tutar ve bunu
basarabilmek icin de bazi farklilasmamis hiicreleri kullanir. Yani her tiirli doku
kayiplarinda yeniden fonksiyon gosterebilmesinin sirr1 sahip oldugu kok hiicrelerde
saklidir. Viicudumuzda farklilasmamig bir hiicre olarak bulunan kok hiicreler
herhangi bir organa yerlestirildiklerinde farklilagip o dokunun 6zelliklerini kazanarak
simdiye kadar bilinen oldukga fazla dokunun yerine gecebilmekte ve bu sayede
hastaliklar1 1iyilestirip, dokular1 yenileyebilmektedir. Kok hiicre kaynagi olarak
kullanilan, kordon kani, kemik iligi ve yirmi yas disinden sonra bilim adamlar1 insan
yag dokusunda da kok hiicre arastirdilar ve yag dokusunda diger kaynaklardan ¢ok
daha fazla kok hiicre bulundugunu kesfettiler. Bu hiicreler tizerinde yapilan in vitro
caligmalar sunu gosteriyor ki bu hiicrelerden bir¢ok degiskene bagli istenen soya

yonelik dogrudan kok hiicre optimizasyonu yapilabilmektedir.
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2.3. EKSTRASELULER MATRIKS INFLAMASYONU (EMi)

Ekstraseliiler matrikste gerceklesen bu inflamasyon tiirli her cins alerjik
reaksiyonla, otoimmiin hastaliklarla iliskilkendirilebilir. Kisaca T hiicrelerinin
tolerans kaybetmesi sonucu ortamda yayilan IL-1 gibi sitokinlerin ortamda yikim

proteazlar salgilatmasiyla gerceklesir.

Genelde alerjik reaksiyonlarin baglama sebebi bu tip patogenezdir. Patogenezi
iyi anlagilamamasina ragmen genetik ve ¢evresel faktorler tarafindan etkilendigi

distiniilmektedir.

EMI iliskili hastaliklarda ilk olarak kas iskelet sistemi dokularinda akut
inflamasyon belirtileri ile baslar ve daha sonra diger doku ve organ sistemlerini
etkilemektedir. Bu tip olgunun genel prevelansi yaklasik 113/100.000 olarak
belirtilmekte. Ayrica 15 yas ve altinda insidansi 13,9/100.000 olarak belirtilmistir.

EMTD’de sik karsilagilan belirtiler

Sinoviyal kok hiicrelere kadar etki eden tiplerinde ¢ocuklarda sabahlari
eklemlerde tutukluk, yiiriimede zorlanma, eklemlerde sislik ve aktivite kisitliligi
olarak bildirilmektedir. Adipose dokuda gergeklesenler genel anlamda iltihapla
sonuclanmakta ve umbilical cord dokusunda ise bu durum ekstrem olarak
gbzlemlenmekte ve anne bebek kan uyusmazliginda gozlemlenmektedir. EMI
tanisinda kesinlesmis bir test olmadigi icin bu yas grubunda gozlemlenen eklem

yakinmasi (diger nedenlerin diglanmasi takdirde) biiyiik nem tagimaktadir.

EMI tedavisinde amag, hastalarda kronik enflamasyon yanitlarmi baskilamak

ve eklem deformitesini dnleyerek normal biiylime gelisimini saglamaktir.
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EMI Epidemiyolojisi

EMI’nin insidans ile ilgili net rakamlar alinmamakla birlikte Amerika
Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢alismada, sadece bir yilda 46 milyon
yetiskine ve 15 yasim altinda yaklasik 300 bin ¢ocuga EMI tanis1 konmustur.
EMI’nin tahmin insidans1 4-14/100.000 ve prevelans1 ise 1.6-86.1/100.000
arasinda degismektedir.

Genel olarak EMI kizlarda erkeklerden iki kat daha fazla goriilmektedir.
Farkl1 alt tiplerine, yas ve cinsiyete gére dagilimina bakildiginda Oligoartikiiler
EMI kizlarda daha sik goriilmekte olup ve Kiz/Erkek orani 3/1°dir. Ayrica Bu
tipin insidans1 2-4 yas araliginda artis gostermektedir. Sistemik EMi’da ise
cinsiyet farki bulunmamakta ve bu tipte kiz ve erkek orani esittir.

Tiirkiye’de yapilan bir calismada EMI prevalansi 64/100.000 olarak
rapor edilmis ve Ulkemizde yapilan bir calismada Oligoartikiiler tipi ve
poliartikiiler baslangigli EMI en sik goriilen EMI tipi olarak saptanmustir.

EMI patofizyolojisinde anormal Immiin diizenleme, sitokin {iretimi,
Immiinogenetik yatkinlik, viral enfeksiyonlar yer almaktadir (54). Cesitli
nedenler ile uyarilmis olan T lenfositleri T hepler 1(Th1) ve Th2 olmak {izere
iki ana alt gruba farklilasirlar. EMi’da baskin olan Th2 hiicrelerdir. T hiicre
aktivasyonu eklemlerde ve etkilenen diger dokularda doku hasarina yol agan B
hiicre aktivasyonu, kompleman tiketimi ve 6zellikle IL-6, IL-13, TNF-alfa ve
diger proenflamatuar sitokinlerin belki de 6zgiil genetik alllellerin kontrolii
altinda salinimi gibi ¢esitli olaylar zincirine yol acar (24). Bu salinim sonucu
hedef eklem {izerinde ¢esitli yangisal olaylar baglamaktadir. Yangisal etkilesim
sonucu Vvilloz hipertrofi ve hiperplazi ile birlikte subsinoviyal dokularin
hiperemisi ve &demi ile karakterize (24) olan sinovit ve eklem I¢i sivi
miktarinda artma olmaktadir. Sinoviyumda vaskiiler endoteliyal hiperplazi
belirgindir (26); T ve B hicreleri, mononukleer hiicreler, makrofajlar, dendritik
hiicreler ve plazma hiicrelerinin Infiltrasyonu ile karakterizedir (24,26).
Sinovyal dokuda fazla miktarda proanyiojenik, vaskiler endotelyal biyume

faktori salinmaktadir (26). Siiregenlesmis enflamasyon sonucu olusan sinovyal
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hipertrofi ve sinovit ise pannus olarak adlandirilmaktadir. Pannus olusumu ileri veya
kontrol altina alinamayan hastalarda goriiliir ve eklem kikirdagi ve cevresindeki
kemigin ilerleyici erozyonu ile karakterizedir (24,26).

T hiicre reseptorii ekpresyonu konusunda yapilan c¢alismalar eklem
sinoviyasinda bulunan ve heniiz karakterize edilmemis olan antijenler i¢in 6zgiil T
hiicrelerinin toplandigin1 dogrulamaktadir (24). Ozgiil T hiicre popiilasyonlari
zamanla degisebilir, bazen hiicrelerin koruyucu olabilen klonal genislemesi s6z
konusudur (6rnegin belli 1s1 sok proteinlerine karsi reaktif olanlar gibi) ve tibbi
tedaviye yanitin artmasi ile birliktelik gosterir (24,55).

Tedaviye direng kismen yiizeylerinde kronik aktivasyona uygun sekilde
molekdller bulunan T hcrelerinin sinoviyuma goéc¢inden kaynaklanabilir. Bu T
hiicrelerinin toplanmasi etkilenen ¢ocuklarda daha fazla oranda bulunan belli HLA
tipleri sayesinde olur (24). Belli allellerin kalitilmas1 bu sitokinlerden daha fazla
oranda Uretilmesine ve bunun sonucunda daha siddetli hastaliga katkida bulunur (24).

Sitokinler EMI’nin alt gruplarina gore degisik roller gdstermektedir (56). EMI’
nin tiim alt tiplerinde 6zellikle TNF-alfa ve Interferon gama(INF-y) patogenezde
onemli rol oynamaktadir. Baz1 ¢aligmalarda hem serum hem de sinovial sivida TNF
seviyelerinde artig oldugu oldugu gosterilmistir (57). TNF’nin kronik inflamasyon
medyatérii  olarak hastalifin  patogenezinde rol oynadigimi gostermektedir.
Seropozitif poliartikiler EMI’da IL-1 seviyelerinin hastaligin patogenezinde ve
eklemdeki Inflamasyondan sorumlu oldugu diisiiniiliir (56). Sistemik EMI’da IL- 6
miktarinin dolasimda artmasi sistemik EMI’da eklem tutulumunun genislemesi(58),
mikrositik anemi ve biiyiime geriligi gibi eklem dis1 bulgular ile iliskilidir (A3).
Atesin en yiiksek oldugu donemlerde 1L-1 reseptdr antagonistinin (IL1-ra) serum
seviyelerinde artis oldugu (54), plazma 1L-7 seviyelerinde artisin sistemik
semptomlar ile liskili oldugu bulunmustur (59). Sistemik EMI’da serum ve sinoviyal
stvida TNF alfa diizeylerinde artis oldugu saptanmistir. Sistemik EMI’da
‘calgranulins’ olarak bilinen fagosit spesifik kalsiyum binding proteinlerinin serum
konsantrasyonlarinin 20 kat artmis oldugu bildirilmistir (60). Yine bu hasta grubunda
serum Ve sinoviyal sivida Makrofaj Inhibitér Faktér (MIF) diizeyinde artis
gosterilmistir (61). Sistemik EMI ile HLA iliskilisi gdsterilmemistir (54).
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Sekil 5: MSC’lerin immiin modiilasyon etkileri.

Oligoartikiler EMI’l1 hastalarda TNF polimorfizminin anti-TNF tedaviye

yamti degistirebilecegi belirtilmektedir (62). RF pozitif poliartikiiler EMI,

eriskinde goriilen RF pozitif romatoid EMI ile aym patolojik degisikleri

gosterir. Bazi ¢alismalarda da entezit Iliskili EMIin, spondiloartropati hastalik

grubu ile ayni patogenetige sahip oldugu gosterilmistir (26).
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sitokinler dogrudan veya dolayli olarak iligkili olabilir. TNF-a, IL-1f, IL-6 gibi
pro-inflamatuar sitokinler katekolaminerjik iletimi module edebilir (102), anormal
serotonin metabolizmasina ve toksik triptofan metabolitlerinin fazla olusmasina yol
acacak sekilde triptofan metabolizmasii degistirebilir (103), gen ekspresyonunu
degistirebilir (104) ve hipotalamik-pituiteradrenal aksi aktive ederek anormal strese
yanitina neden olabilir (105). TNF-a ve IL-12 hiicresel immiinitede rol almaktadir.
Ozellikle 1L-12 artis1, Thelper-1 hiicre farklilasmasi ve aktivasyonuna, natural killer
hiicre aktivasyonuna ve Treg hiicre aktivitesinin baskilanmasina neden olur. Boylece
periferal immiin sistem aktivitesinde artisa ve otoreaktif hucrelerin kontrolunde
yetersizlige yol acar. Bu nedenle TS patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir
(106; 107). Leckman ve arkadaslari, 46 TS hastas1 ile 31 saglikli kontrol arasindaki
genis bir dizi sitokinin plazma seviyelerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, TS
hastalarinda TNF-o ve IL-12 bazal plazma seviyelerinde artis oldugunu
bildirmislerdir (108). Ayrica tik semptomlarinin alevlendigi donemlerde bu iki
sitokinde %50-60 oraninda artis oldugunu ve ilave olarak arastirilan tiim ana
sitokinlerde genel bir artis oldugunu, bu alevlenmelerle iliskili artisin PANDAS
olmayan hastalarda daha yaygin oldugunu belirtmek gerekir (108). Gabbay ve ark.
TS'lu 32 ¢ocuk ve ergende sitokinlerin TS {izerindeki potansiyel roliinii incelemis;
eslik eden OKB olan hastalarda kontrol grubuna gore 6nemli élglde yiksek IL-12
plazma diizeyleri bulmustur (109). 12 PANDAS'1 ¢ocuk ile yapilan baska bir
calismada ise klinik alevlenmeler ile (GABHS enfeksiyonu ile iligkili olsun veya
olmasin) tipl sitokinler, tip2 sitokinler ve kemokinler arasinda iliski bulunmamistir
(110). Caligmalar arasindaki bu farkli sonuglar yontemsel farkliliklardan
kaynaklaniyor olabilir. IL-2'nin hem T lenfositlerin aktivasyonunda hem de Treg
hiicrelerin gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir (109; 111; 112). Gabbay ve
arkadaglarinin yaptig1 bir caligmada TS hastalar1 OKB komorbiditesi olanlar ve OKB
komorbiditesi olmayanlar olarak iki gruba ayrilarak IL-2 diizeyleri degerlendirilmis,
sonuglarin OKB komorbiditesi olmayan grupta énemli dl¢iide daha yiiksek oldugu
bulunmustur (109). Daha yakin zamanda yapilan bir baska ¢alismada IL-2 seviyesi
ile tik siddeti arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir (111). Monosit
kemotaktik faktor-1 (MCP-1)in TS'li hastalarin bazal ganglionlarinda arttig

bildirilmistir (112). MCP-1 monositlerin inflamasyon bdlgesine toplayan bir
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sitokindir. Boylelikle kan-beyin bariyerinin gegirgenligini arttirir  ve
muhtemelen bu sayede serumdaki otoantikorlarin bazal ganglion gibi beyin
alanlar i¢ine girisine izin verir (113). Dort eriskin TS hastasinin postmortem
incelendigi bir c¢alismada; kontroller ile karsilastirildiginda hastalarin bazal
ganglionlarinda MCP-1, IL-2, IFN, protein tirozin fosfataz reseptor-N (PTPR-
N) seviyelerinin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu bulunmustur (112). Bu
calisgma iki inflamatuar belirte¢ olan MCP-1 ve IL-2'nin dogrudan bazal
ganglionlarda artisin1 gosteren ilk kamittir. PTPR-N'nin tip 1 diyabet gibi
otoimmiin hastaliklarda bir otoantijen oldugu bulunmustur. Bu nedenle TS
patogenezinde bazal ganglionlar ile iligkili bir otoimmiin siirecin pargasi
olabilecegi One siiriilmiis olsa da bu bulgunun tekrarlanmasi gerekmektedir
(114). 2.11.2 Antikorlar Antikorlar ile ilgili ¢calismalar genel olarak GABHS
enfeksiyonu sonrasi olusan otoantikorlar nedeniyle olustugu diisiiniilen
PANDAS grubunda yogunlasmistir. Bazal ganglionlara baglanan antindronal
antikorlarin PANDAS hastalarinda arttig1 gosterilmistir (115). Yine PANDAS
vakalarinin serumunda dopamin D1 ve D2 reseptorlerine karsi antikorlar tespit
edilmistir (116). Otoantikorlarin ndronal hiicre ylizey antijenlerine baglanmasi
sinyal iletimini degistirerek eksitatdr norotransmitterlerin salinimmna neden
olabilir ve bu durum PANDAS'da goriilen semptomlar1 agiklayabilir (114).
Bazal ganglionlara karsi otoantikorlar birgok TS ve PANDAS olgusunun
serumunda saptanmistir (115; 117; 118; 119; 120; 121; 122). Piruvat kinaz M1
yakin zamanda tanimlanmis bir otoantijendir. TS'da streptokok tarafindan
indiiklenen semptom alevlenmeleri esnasinda piruvat kinaz antikorlarinin
arttigr gosterilmistir (120). Ancak bu bulgular daha sonra Singer ve ark.
tarafindan yapilan calisma ile dogrulanamamistir (110). Bu durum labaratuar
prosediirlerindeki farkliliklardan veya hasta se¢iminden kaynaklanmis olabilir.
Otoantikorlarin patojenik oldugunu sdyleyebilmek igin hedef organda
bulundugunun, hayvanlara pasif olarak transferi ile semptomlarin ortaya
ciktiginin ve serumdan uzaklastirildiklarinda hastalarin semptomlarinda azalma
oldugunun gosterilmesi gerekir. Bununla ilgili olarak hayvanlara TS
hastalarinin serumu verildikten sonra stereotipik davraniglarin ortaya ¢iktigini

gosteren ¢alismalar olmakla birlikte (123; 124), baska bir ¢alismada herhangi
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bir etkisi olmadig1 gosterilmistir (125). Perlmutter ve arkadaslart PANDAS'T1 ¢ocuk
ve ergen hastalarda plazma degisimi ve IVIg uygulamasimin plasebodan iistiin
oldugunu gostermistir (126). Bununla birlikte Hoekstra ve ark. erigkin TS
hastalarinda IVIg uygulamasini etkisiz bulmustur (127). Dizinde TS hastalarinda
beynin spesifik alanlarindaki noéronal antijenlere baglanan antikorlarin arttigini
gosteren calismalar bulunmaktadir (128; 129). Wendlant ve arkadaslarinin 20 TS'li
ve 21 saglikli ¢cocugun serumlarinda Western blot teknigi ile striatum, globus
pallidus, kas ve HTB-10 hiicrelerine karsi otoantikorlar1 karsilastirdiklar:
caligmalarinda globus pallidus, kas ve HTB-10 hiicrelerine kars1 benzer sonuglar elde
edilirken 6zellikle striatal antijenlere kars1 antikorlarin arttig1 gosterilmistir (130). TS
patofizyolojisinde striatumun rolii disiiniildiigiinde, TS patogenezinin otoimmun
yatkinlikla iliskisi agisindan bu bulgunun &nemi biiyiiktiir. Ozetle antikorlar ile ilgili
caligmalar genel olarak bazi antijenlere karsi antikorlarin konsantrasyonlarinin
arttigini veya ndronal antijenlerle antikorlarin baglanmasinin arttigini ortaya
koymustur. Bazi1 antijenlere saldiran antikorlarin konsantrasyonlar1 degisebilir ve
antijenik agirliklar farklilik gosterebilir; bununla birlikte néronal antijenlere karsi
otoreaktivitenin arttig1 caligmalarla kanitlanmistir. Bu bilgiler TS'nun otoimmun
patogenezi icin bir aciklama saglayabilir (113). 2.11.3. Immunglobulinler Yapilan
caligmalarda TS hastalarinin serumlarinda bazi immunglobulin (Ig) seviyelerinde
degisiklikler bildirilmistir. Kawikova ve arkadaslarinin 24 TS ve/veya OKB hastasi
(20 TS, 16 OKB) ile yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis 22 saglikli kontroliin
serumlarinda total ve spesifik IgA, IgG, IgM diizeylerini ELISA ile
degerlendirdikleri calismalarinda; total IgA seviyelerinde ve tubulin hari¢ biitiin
antijenlere kars1 spesifik IgA seviyelerinde TS ve/veya OKB grubunda saglikhi
kontrollere kiyasla anlamli azalma oldugu gosterilmistir (131). Bu ¢alismada spesifik
IgA, IgM, ve IgG daha 6nce multipl skleroz (miyelin bazik protein ve miyelin
baglantili glikoprotein) ve Sydenham koresi (Gangliozid-GM1, lizogangliozid ve
tubulin) i¢in tanimlanan antijenlere karsi gelisen antikorlardir(131). Bu bulgu iki
sekilde yorumlanabilir. Ilk olarak, IgA diizeyindeki azalma mukozal yiizeylerde
immiin defansi bozabilir, bu nedenle TS hastalart GABHS ve diger tist solunum yolu
enfeksiyonlarma kars1 daha yatkin hale gelebilirler (114). ikinci olarak IgA; IgG-

aracili fagositozu da iceren hiicre aracili immun yanitin baskilanmasindan
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sorumludur ve IgA konsantrasyonunda azalma otoreaktif IgG aracili
fagositozda artisla sonuclanabilir (113). Boylelikle hem TS hastalarinda
otoimmun hastaliklarin gelismesi riski artabilir (132) hem de olusan
otoantikorlar nedeniyle TS gelisimine bir yatkinlik s6z konusu olabilir (131).
TS hastalarinda IgG ve IgM seviyelerinde azalma bildirilmistir (133). Bilindigi
tizere IgG ve IgM patojenlere karst immun yanittan ve fagositozdan
sorumludur. Bu Ig'lerin seviyelerindeki azalma immun savunmayi riske
atmaktadir ve bundan dolay1 enfeksiyonlara artmis yatkinlikla sonuglanabilir
(133). Pek ¢ok calismada TS hastalarinda IgE seviyelerinde artig bildirilmistir
(134; 135; 136). Ayrica TS ile birlikte atopik hastaligi olanlarda daha yiliksek
IgE diizeyleri bildirilmis ve alerjik hastalik varligi ile IgE yiiksekligi arasinda
iliski oldugu o6ne siirtilmistiir (135; 137). Ig izotiplerindeki bu farkliliklarin
otoantikorlar ile iligskisi ve TS populasyonunda daha kirilgan bir fenotip ile
iligkili olup olmadigi, dolayisiyla TS etiyolojisindeki rolii belirsizdir. 2.11.4.
Lenfositler TS hastalarinda B lenfositler ve T lenfositler ile ilgili say1 ve islev
anormallikleri bildirilmistir. B lenfositler lizerinde DS8/17 ekspresyonunun
arttig1 calismalarla gdsterilmis, bu durumun otoimmiin yatkinliga neden olarak
TS patogenezine aracilik ettigi One siirilmiistir(138; 139; 140). Moller ve
arkadaslar1 20 eriskin TS hastasinda saglikla kontrollere kiyasla CD69+ B
lenfositlerin ve CD95+ T lenfositlerin arttigini1 bulmustur(141). Bu sonuclar B
lenfosit aktivasyonunun arttigmi ve aktivasyonun indiikledigi T lenfosit
apoptozunu gostermektedir(114). TS ve akut romatizmal atesi olan hastalarda
CD19+ B lenfosit oranlarmin arttigimi bildirilmistir(142). insan ve hayvan
caligmalarinda CD19 ekspresyonunun yiiksek seviyede otoantikor iiretimi ve
otoimmiin hastaliklar ile iligkili oldugu gosterilmistir(143; 144; 145). TS
hastalarinda CD19+ B lenfosit oranlarinin artmasi otoantikorlarin olusmasina
yatkinlik olusturuyor olabilir. Otoimmun hastaliklar otoreaktif T ve B
lenfositleri baskilayarak organizmanin kendi antijenlerine kargi immiin yaniti
sinirlayan immiin tolerans siirecinde kirilmalar nedeniyle ortaya ¢ikar. Periferal
toleransi saglayan mekanizmalardan biri T lenfositlerin bir alt grubu olan; B
lenfositlerin, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin inhibisyonundan sorumlu Treg

hicrelerdir(19; 20). Treg hicre sayisinin multipl skleroz (146), sistemik lupus
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eritematozus  (147), tip 1 diyabet(148), romatoid EMIi(149) gibi otoimmun
hastaliklarda azaldigi; HBV, HCV, CMV enfeksiyonlarinda ve bir¢ok kanser tipinde
tipinde arttig1 saptanmistir(20). Kawikova ve arkadaslar1 TS (n:17), OKB(n:10) ve
ve TS+OKB (n:10) olan 37 c¢ocuk ile 9 saglkli g¢ocugun periferal kanda
CD4+CD25+CD69- Treg hiicre  seviyelerini  flow-sitometri  kullanarak
degerlendirmis ve hasta grubunu 20 ay boyunca takip ederek YGTADO skorlarinda
>9 puan artis1 ve/veya CY-BOKO skorlarinda >7 puan arts olanlarda (n: 6) yeniden
CD4+CD25+CD69- Treg hiicre seviyeleri hesaplamistir. S6z konusu ¢alismada; TS
ve/veya OKB hastalarinda periferal kanda CD4+CD25+CD69- Treg hiicre
seviyelerinin daha diisiik oldugu, bu diisiikliigin orta ve agir TS ve/veya OKB
hastalarinda (YGTADO > 20, CYBOKO > 16) istatistiksel olarak anlamli oldugu ve
semptom siddeti ile korelasyon gosterdigi bulunmustur (21). Ayrica takipler
esnasinda 6 hastada alevlenme oldugu tespit edilmis, 6 hastadan 5'inin
CD4+CD25+CD69- Treg hucre seviyelerinin alevlenme Oncesindeki Olgcumlerine
gore daha diisiik oldugu ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig
bulunmustur. Bu bulgular en azindan bir grup TS hastasinin otoimmiin lenfositleri
baskilamada Treg eksikliginden 6tiirli azalmis kapasiteye sahip olabilecegi seklinde
yorumlanmistir (21). Dopaminin 6zellikle, tip 1 dopamin reseptorleri iizerinden
(DRD1 ve DRDS5) Treg hiicrelerin baskilayici etkilerini, ayrica adhesyon ve
migrasyon yeteneklerini azalttifi farelerde in vitro olarak gosterilmistir. Ayrica ayni
calismada Treg hiicrelerin efektdr T hiicrelerine gore DRDI1 reseptoriinii 4 kat,
DRDS reseptoriinii 14 kat daha fazla irettikleri PCR oOlglimlerinde gosterilmistir
(150). Ferrari ve arkadaslari, 15 TS hastas1 ve 15 saglikli kontroliin periferik kan
lenfositlerinde dopamin reseptorlerinin mRNA ekspresyonlarin1 real time PCR
kullanarak belirledikleri ¢calismalarinda TS hastalarinda DRDS5S mRNA diizeylerinin
saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugunu ayrica bu artisin OKB es tanisi olan
hastalarda kompulsiyon siddeti ile korelasyon gosterdigini bulmustur (151). TS
hastalarinda gosterilen dopaminerjik D5 mRNA ekspresyonu artis1 Treg hiicrelerin
fonksiyonunda azalmaya neden olarak otoimmiin sireci tetikliyor olabilir. Ozet
olarak, TS hastalarinda otoimmiin yatkinli§a neden olabilecek, hiicresel bagisiklikta
baz1 degisiklikler oldugunu diisiindiiren 6n veriler vardir. Bu bulgular iizerine yas

veya ilaglarin ne derece etkili olduklari da kesfedilmeyi beklemektedir. Ayrica
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immunolojik sistemleri ile ilgili farkliliklarinin oldugu gosterilen TS hastalart
ile PANDAS olgular1 arasindaki mevcut ortiismenin boyutu da belirsizdir. Elde
edilen bulgularin yapilacak caligmalarla tekrarlanmasina ihtiya¢ vardir. 2.12.
Bagisiklik Sistemi ile Ilgili Genel Bilgiler ve Regulatuar T Hiicreler Bagisiklik
sisteminin dogal ve edinsel olmak iizere iki bileseni vardir. Bu iki bilesen
konag1 enfeksiyonlara kars1 birlikte korurlar. Dogal bagisiklik sistemi antijenin
yapisindan bagimsiz olarak bircok antijene karsi ortak olarak kullanilabilen
birimlerden olusur ve inflamatuar yanitin ilk basamagini olusturur. Burada 6zel
bir antijene karst Ozgiillik s6z konusu degildir, midemizin asit pH’sinin
mikroplar1 61diirmesi, notrofiller, makrofajlar ve dogal 6ldiirticii hiicreler (NK),
kompleman sistem proteinleri gibi bir¢ok mekanizma da dogal bagisiklik
sisteminin bir parcasidir. Edinsel bagisiklik sistemi belli antijenlere 6zgiil
olarak gelisir. Humoral ve hiicresel bagisiklik olarak ikiye ayrilir. Humoral
bagisiklik sistemi antikorlar1 salgilayan B lenfositlerden olusur. Hiicresel
bagisiklik ise hiicrelerin bizzat kendilerinin 6ldiirme islemine katildigt CD8+ T
lenfositlerden ve biitiin bu bahsedilen mekanizmalar1 yoneten CD4+ T
lenfositlerden olusur (152). CD4+ T yardimci lenfositler dncelikle timiiste ilk
olarak naif T lenfosit olarak olusmakta ve dolagima verilmektedir. Bunun
ardindan bu hiicreler antijenler ile karsilastiktan sonra uygun sitokin ortami
etkisiyle belli T hiicre guruplarina farklilagmaktadirlar. IFNy, IL-12, TGF-$
yardimc1 T lenfositleri (Th) Thl yoniinde farklilasmaya tesvik eder. Thl
hiicreleri makrofajlar1 uyarir ve biitlin antiviral enflamatuar yanitlarda rol
oynar. IL-4 ise, humoral ve alerjik yanitta rol oynayan Th2 yoniinde
farklilagsmay1 tesvik eder. CD4+ T hiicreler arasinda immiin sistemi diizenleyen
ve bu ylzden de regulatuar T (Treg) hicreler olarak atfedilen bir grup
tanimlanmistir (153). Regulatuar T hiicrelerinin temel fonksiyonu bagisiklik
yanitinin gerekmedigi zamanda baskilanmasini saglamaktadirlar. Yani Treg
hicreler, T hilicre uyariminin baslamasini engellemezler, buna karsin T hiicre
yanitinin kaliciligini engellerler. Bu mekanizma 6zellikle alerjik ve otoimmiin
yanitlarin baskilanmasinda ve enfeksiyon sonrasinda patojen mikroorganizma
temizlediginde yararlidir. Regulatuar T hiicreleri (Treg) timiisten dogrudan

regulatuar T hiicresi olarak farklilasmis hiicreler (natural Treg) veya efektor T

22



hiicrelerine benzer sekilde timiisten naif T hiicresi olarak ayrilmis hiicreler (adaptif
Treg) olarak ikiye ayrilir. Adaptif Treg hiicreler de temel olarak iki gruba
ayrilabilirler. Trl hiicreler IL-10 araciligiyla etki ederken Th3 hiicreler TGF- B
araciligi ile ¢alisir (154; 155). Natural Treg (nTreg) hiicreler timusta self-antijenlere
kars1 etkisizlestirilirler ve matiir nTreg hiicreleri timustan periferik lenfoid siteme
salinir. Enfeksiy0z veya otoimmiin herhangi bir nedene bagl olarak ortaya ¢ikan
immiin yanit nTreg hiicrelerini enflamasyon alanina c¢eker. Baskilayic1 etki nTreg
hlcrelerin hiicre-hiicre etkilesim yoluyla efektor hiicreleri etkisiz hale getirmesi ile
ortaya ¢ikar. CTLA-4 (Sitotoksik T lenfosit antijen-4, CD152) reseptorii ile birlesme
hemen her zaman nTreg hiicrelerin efektorlere karsi baskilayict aktivitesini tetikler
(156; 157). Bir diger etki mekanizmasi da IL-2 ve diger gama zincirli sitokinler igin
yarisarak ve IL-2 iretimini baskilayarak efektér hiicrelerin apoptozunu
tetiklemeleridir (158; 159). Ayrica perforin ve granzimler salgilayarak effektorlere
kars1 sitotoksik olduklar1 da bulunmustur (160; 161). Adaptif Treg hiicreleri hem
kokeni hem de aktivite sekli agisindan nTreg hiicrelerden farklidir. Antijenik
uyarimin ardindan immiin yanit esnasinda naif CD4+ hiicrelerden, ortamda TGF-3
sitokini baskinliginda, ortaya cikarlar (162; 163). Yani immiin yaniti tetikleyen
antijene spesifik olarak ortaya c¢ikarlar. Adaptif Treg hiicreler immiin yanit1 sitokinler
araciligi ile baskilarlar (163). (Bkz. sekil 1) Farelerde bitin CD4+CD25+ Treg
hiicrelerin diizenleyici aktivitesi oldugu gdsterilmis olmasina ragmen insanlarda
sadece ylksek oranda CD25 reseptoru eksprese eden Treg hucreler duzenleyici
aktiviteye sahiptir (164) Son zamanlarda IL-7'nin T hiicrelerin sag kalimi ve
homeostatik proliferasyonu icin gerekli oldugu ve T hiicrelerinin biiyiik kisminda
IL7 reseptoriiniin (IL-7R, CD127) ifade oldugu bulunmustur (165). ilgin¢ olarak
Treg hiicreleri homeostatik genislemeye ugramazlar ve bu reseptorleri tizerlerinde
barindirmazlar (165; 166; 167). Bu nedenlerle saf Treg hiicre popiilasyonu elde
etmenin yolu CD4+CD25highCD127-/low hucreleri belirlemektir (167; 168) Bu
veriler 1s18inda c¢alismamizda Treg hiicre popiilasyonunu belirlemek amaci ile

CD4+CD25+CD127-/low hiicreler belirlenecektir.
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Tedavi yaklasimlari: Biyolojik ajanlar

Canakinumab

Monoklonal antikor olarak dretilen bu ilag IL-1} antogonisti olarak gorev
yapan ilaglardan birisidir. Anafikir olarak ¢alisma prensibi sekilde goriildiigii gibi IL-

183 lara baglanmarak sinyal transdiiksiyonunu bolmektir.

Anakinra Canakinumab Rilanocept
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IL-1RI IL-1RacP IL-1RI IL-1RacP IL-1RI IL-1RacP
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Interruption in signal transduction

Sekil 6: IL-1 antogonistlerinin galisma prensibi

2.4. KOK HUCRELERDE REJENERASYONLA iLGILI GENLER

MMP2

Matrix Metalloproteinaz 2 olarak bilinen MMP2 inflamasyonel demeg

sirasinda Tip IV ve Tip V kollojenlerin degredasyonuna yol agar. Bu, hicre
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migrasyonunu kolaylagtirmaktadir. Sinovial siv1 i¢inde erozyon baglama
sebeplerinin basinda MMP proteinlerinin gelme sebebi kollojenlere yangisal zarar

zarar gormede bu tip tepki gostermesidir.

MMP13

Non-kanonik PAR1 yolaginin inhibitorlerinden olan MMP13, G proteini
sinyalizasyonunun karigmasina sebebiyet vererek hiicre icinde kotli sonuglar

dogurabilir.

Sekil 8: PAR1 proteini MMP13 tarafindan non-kanonik yoldan kirpilir. Bu

durum PARI transmembran proteinin iglev kayb1 ile sonuglanir.

PARL proteini kemik ve kikirdak rejenerasyonunda platelet benzeri yapilar
olusturarak rol alir. MMP13, PARI proteinin islevini kaybetmesine EMI kapsami
icinde sebebiyet verir.

MMP-13 arthrit markeri olarak bilinir bunun sebebi EMI vakalarinda MMP-13

doku hicrelerinde goriilme sikliginin artmasidir.
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Sekil 9: MMP-13’iin Stem cell dokiilmesine etkisi.

JUNB

JunB, dimerik transkripsiyon faktorlerinin  AP1(aktivator

ailesinin bir Gyesidir. JunB hicre proliferasyon inhibitoru, timor supreséri ve

senesens indikleyici olarak bilinir.
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Sekil 10: JunB overekspresyonu G1 fazinda duraksamay: tetiklerken buna kargilik

S fazinda siklin A/CDK2 ekspresyonunu artirir. Mitoz boliinme tamamlanmasindan 6nce
JunB degrede olmak zorundadir. Bu diizgiin bir mitoz olmasinin yolunu feedback

mekanizmasiyla agar.

MEPE

Matriks Ekstrasellular Fosfoglikoprotein olarak bilinen MEPE, kemik ve
kikirdak metabolizmas1 regiilatorii olarak is yapar. Stabilize olmamis fraktal
yaralanmalarda ve ya yangisal zararlarda komsu bag dokularda eksprese edilmeye
baglanip direkt olarak bir kaskad gibi kikirdak ve kemik hiicreleri arasinda da

sentezlenmeye baslanir.

Yaralanma ve yangisal deme¢ baglangicinda endokonral osifikasyon yolagi

tizerinden iyilesme baslarken komsu hiicreler tarafindan MEPE ekspresyonu artar,
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daha sonra kikirdak hiicreleri arasinda da baslayan bu ekspresyon artis1 yaral
bolgelerin rejerasyonu igin gerekli kok hicrelerin migrasyonunu baglatir. Eger
yaralanma kemikte ise yine de kikirdak hiicresi olusumu gozlenir ancak
hiicrelerinin yerini MEPE ekspresiyonu azalmasi sonucunda kemik hiicreleri

almaya baglar.
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BOLUM II

3. GERECLER VE YONTEM

Tez deneyimizin yapilmasi i¢in basitge Hiicrelerimiz agilacak, kiiltiirlenecek,
ilag manipiilasyonuna ve farmakolojik modiilasyona maruz kaldiktan sonra hiicre
ekstraktlarindan RNA elde edilip Reverse Transkriptaz aktivitesiyle cDNA eldesi ve
Real-Time PCR ile elde edilen ACt degerlerinin ekspresyon analizinde

yorumlanmasi.

3.1. KOK HUCRE KULTURLENMESI

HUCRE HATTININ ACILMASI
1-) Celprogen firmasindan siparis edilen Sinoviyal kokenli kok

hiicreleri(katalog numaras1 36042-13) ve GENKOK ’ten Prof. Dr. Yusuf OZKUL’un

katkilariyla alinan Umbilical Cord ve Adipose Tissue kok hiicre kiiltiirlerini {iriin
protokoliine gore kiltirleyip plate ortamina adapte edildi.

Flask hazirlanirken, hiicre kiiltiirlenecek her 25 cm2 alan i¢in Sml RPMI
kullanildi ve 37C° 5% CO2 ayarlanmus inkiibatore hiicreleri eklemeye yarim saat
kala yerlestirildi ki medyum sicakliga aligsin.

Bu sirada sinoviyal kiltir igin donmus hiicre vialini 37C%lik suda kibarca
calkalayarak erittik. Erime islemi yaklasik 1 dakika gibi kisa siirede bitirildi Ki
DMSO zehirlenmesi kaynakli hiicre kayb1 yasanmasin. Kiiltiirlenecek flask i¢in 1ml

complete medium miktarda konikal tiipe aktardik.
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Sekil 11: Kayip yasanmadigini kanitlamak i¢in Tripan-Blue boyama

Sekil 12: Umbilical Cord kék hiicrelerinin mikroskop gorintisu
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Cryovial tiipten konikal tiipe steril bir pipetle aktarim yapildi. Kibarca pipetaj
yapilarak siispansiyon homojenize edildi ama hiicre canliligini tehlikeye atacagindan
santrifiij yapilmadi. Sonra 1’er ml hiicre siispansiyonu ilk basamaklarda hazirlanan
ve onceden 1sitilmig flaska kondu. Birkag¢ kere pipetaj yapilarak hiicrelerin esit bir
sekilde dagilmasi saglandi. Yeterli konfluensiye gelmesi yaklagik olarak 37°C, %5
CO2 kosullarinda 24 saat siirdii.

2-) Ekimden tam 1 giin sonra, flasklar inkiibatérden ¢ikarildi ve Toma lami
yardimiyla sayim yapildi. Tiketilmis medyum monolayere pH degisikliginden ve
artik madde kirliliginden dolay1r zarar vermeden alindi. Yerine her 25 cm2lik
kilturlenen yizey icin 5ml’lik mediumumuzu eklendi ve inkiibatére geri kondu. Bu
islemden 1 ila 2 giim sonra tekrar konfluensi i¢in mikroskop altinda sayim yapildu.

Yeterli konfluensiye ulagsmasi yaklasik 2 giin siirdii.

KULTURUN SUBKULTURLERE AYRILMASI

3-) Flaskin doluluk oran1 %80e vardiktan sonra subkiiltiirleme iglemi yapildi.
Primer hiicre kiiltlirliimiiz %95 oraninda adheziv ve kalan hiicre kismi da siispanse
halde kiiltiire oldugu yazdig i¢in hiicrelerimizi flasktan ayirirken her iki tip kiiltiir

ayirma yoluna gidildi.
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Flaskta stispanse halde bulunan besiyeri pipetle cekilip bir falcon tlpine
alindi. Daha sonra flask taban1 PBS ile yikanip 6lii hiicrelerden arindirildi. Ardindan
75 cm? flaskimiza her 25 cm?®’sine 1 mL olacak sekilde tripsin eklenmesi gerekirdi
ancak kok hiicrelerimizin ayrilmaya cok istekli oldugunu kiiltiirlerken anladigimiz
icin sadece 1.5 mL tripsin ekleyip 37 C°deki inkiibatére 1 dakikaligma koyduk. 1
dakika dolar dolmaz inkiibatérden ¢ikardigimiz flasklarimizin i¢cine mediumumuzu
esit miktar ekleyerek tripsini inhibe ettik. Hiicrelerimiz artik sivinin iginde tabandan

ayrilmis bicimde silispanse halde bulunuyorlardi.

Hepsini 15 mL’lik falcon tiiplere aldiktan sonra 1000 RPMde +4 C° derece 2
dakika santriflj ettik. Falcon tiiplerin istiinde kalan siipernatanti attiktan sonra
pelletimizin istline 3mL besiyeri koyarak hafifce salladik. Hiicrelerimiz tekrar

ekilmeye hazir hale geldi.
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4-) 2 falcondan alinan 6rneklerle Toma laminda sayim yaptiktan sonra sz,ye
5k goriilebilir hiicre gelecek sekilde yeni 75cm®lik flaskimiza ektik. Flaskimizi
tekrar inkiibator kosullarina biraktik.

3.2. KULTURLERIN MANiPULASYONU

5-) Kiiltiir toplam 36 well manipiilasyon 3 well placebo kiiltiirii olacak sekilde

ayrildi.
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Wellerin hepsinde IL-1(25 cm2ye 5 ng/ml) olacak miktarda kullanildi. Bununla
birlikte toplam 18 wellde IL-1B antagonisti olan Ilaris Canakinumab ayni
miktarlarda eklendi. Bu miktarlar bir kiiltiiriin inflamasyonal degisim gostermesi
icin maximumdur. Deney geregi 24 saat inkiibe edilecekler 24 saat dolunca D-PBS
ile yikanip ayrilma islemine tabi tutulur ve 48 saatlik inkiibe kiiltlirler i¢in plate

tekrar inkiibasyon cihazina yerlestirilir.

KULLANILAN ILACLAR ve DUZENEK
Diizenekte kullanilan sitokin IL-1, 3 patogenez yolaginin da kilit noktas1 ve

nihai varig istasyonudur.

Farmakolojik modiilasyon manipiilasyonu ig¢in kullanilan bu sitokinin
antagonisti olan Canakinumab monoklonal antikorlar1 sekil-12’de goriildigii gibi
ortama eklenmiglerdir. Bu diizenek uyumlu sonu¢ vermesi ve saglamasi olmasi i¢in

toplam 3 farkh 12 kuyucuklu plate Uizerine kurulmustur. Bunun yani sira 3’er adet

placebo kiiltiir kiiltiirlenmistir her doku igin.
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3.3. RNA iZOLASYONU VE CDNA ELDESI

RNA IZOLASYONU VE OLCUMLERI
Kiiltiirlerin hepsinden birer 6rnek alindi. Alinan 6rneklerden RNA izolasyonu
icin Invitrogen invitrogen RNA Mini Kit kullanildi. RNA elde edildikten sonra
cDNA sentezi icin Applied Biosystems Tagman Reverse Transcription Reagents kiti
kullanild1. Real-Time PCR da Applied Biosystems Tagman Universal PCR Master
Mix kullanildi. RT-PCR reaksiyonlar1t ABI 9700 thermal cycler’da gergeklestirildi.

Kullanilan kitte dnerilen islem adimlar1 agagidaki siraya gore uygulandi.

Tuplerin icerisindeki hiicre orneklerinin icine 0.3 ml 2-merkaptoethanol ile
hazirlanmis Lysis Buffer eklendi. RNase-free pipet ucu yardimiyla tiiplin
icindeki karisimi yavasca birkag defa pipetleme yapilarak ornekler Lysis
Buffer i¢inde parcalandi. 2 dakika 12000g’de santrifiij yapildi, siipernatant yeni
RNase-free tiipe aktarildi. Pellet uzaklastirildi. Siipernantin her voliimiine bir
volim %70 etil alkol eklenir. Hazirlanan mix dikkatlice vorteks ile karistirildi.

Ornegin 700ul’si Spin Cartridge kolonuna aktarildi. 12000g’de 15 saniye oda
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sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasit kolonun altindaki Collection
tiipleri degistirildi. Orneklerin hepsi bitene kadar 4. ve 5. adimlar tekrarlanr.

Her bir Spin Cartridge kolonuna 700ul Wash Buffer 1 eklenir. 12000g°de 15
saniye oda sicakliginda santriflij edildi. Santrifiij sonras1 Collection tiipleri

degistirildi yenisi takildi.

RNA [ZOLASYONU
1. 500ul etanol ile hazirlanmis Wash Buffer II eklenir.
2. 12000g’de 15 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi. Collection tiip
atild1 yenisi takildi.
3. 8. ve 9. Adimlar birkez daha tekrarlandi.
4, RNA tamamen membrana tutunsun diye 12000g’de 1 dakika santrif(j

yapildi. Sonrasinda collection tiip atildi ve kolon RNA’y1 saklayacagimiz yeni tiipe
takildi.

5. 30-3 x100 pl RNase- free su kolonun membranina tam merkeze
eklendi.

6. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi.

1. 12000g’de 2 dakika oda sicaklifinda santrifiij edilerek sonugta RNA
elde edilmis oldu.

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonuna NanoDrop dijital spektrofotometre
cihazt kullanilarak belirlendi ve izolasyonun hemen ardindan cDNA sentezi

gerceklestirildi. RNA’nin geriye kalan kismi1 -80°de saklandi.

REVERSE T.-PCR IiLE CDNA ELDESI

RNA elde edildikten sonra Applied Biosystems Tagman Reverse Transcription
Reagents kiti kullanilarak cDNA elde edildi.
Bilesenlerimiz;
10xR.T Buffer 5mg/cl
MgCl, 11 mg/cl
25xdNTP’s 2.5 mg/cl
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10xRandom Hexamer 2.5 mg/cl

RNAse Inhibitor 3 mg/cl

Multiscribe Reverse Trans.
dH20 14.75 mg/cl
Kalip RNA 10 mg/cl

1.25 mg/cl

Yukardaki tabloya gore hazirlanan karisim asagidaki tabloda bulunan sicaklik

ve siire bilgilerine gore thermal cycler ayarlandi ve tiipler yerlestirildi.

260C 10dk 1 Dongu

420C 60dk 1 Dongu

950C 5dk 1 Dongu

+40C o olacak sekilde ayarlandi.

Thermal cycler’daki program bittikten sonra cDNA’lar hemen buz Uzerine

alindi. Daha sonra bu sentezin gergeklesip gergeklesmedigini ve ortamda herhangi

bir genomik DNA’nin kalip kalmadigin1 kontrol etmek icin asagidaki tabloya gore

PCR reaksiyon karisimi hazirlandi. Bilesenler ve miktarlart ;

cDNA 5l

10xPCR Buffer 2.5 ul

Gold MgClI2 (25mM) 2.5 ul

dNTP 0.5 ul
Primer- forward 2 ul
Primer — reverse 2 ul

Amplitag gold (5U/ ul) 0.3 ul
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DNAaz-RNAaz free su 10.2 pl

Toplam 25 ul

PCR URUNLERININ AGAROZ JEL ILE ELEKTROFEZINDE KALITE
KONTROLU

cDNA manipiilasyona ugramis genlerinizin primeri kullanilarak PCR ile
cogaltildi ve PCR iiriinleri %2’lik (w/v) agaroz jelde (Sigma Co., S.Louis, MA,
USA) elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez islemi i¢in agarozdan 2 gr tartilarak
100 ul 1 x TBE tamponundan (10 x TBE Sigma Co., Blue View Nucleic Acid Stain)
manyetik karigtiricida boncuk kullanilarak karigtirildi. Bu karigim mikrodalga firin
kullanilarak eritildi. Manyetik karistiric1 iizerinde karistirilarak 6OOC’ye kadar
sogutuldu ve {lizerine 10 pg/ml konsantrasyonunda etidyum bromiir ¢ozeltisinden
(Sigma Co., S.Louis, MA, USA) solusyonundan 7 pl ilave edildi. Bu agaroz
solisyonu onceden hazirlanmig elektroforez tankinin (Owl Inc, Heidelberg,
Germany) taraklar yerlestirilen kamerasina dokiildii ve sertlesinceye kadar beklendi.
Uzerine 1xTBE tamponu eklendikten sonra taraklar ¢ikarildi. 2 ul cDNA, 1 ul 1x6
yukleme solusyonu ve 3 pl su ile karistirilarak jele yiiklendi. Elektroforez EC 105
cihazinda (EC Apparatus Co, USA), giic kaynagi 100Mv-80Ma kosullarina
ayarlanarak 30-40 dakika siireyle uygulandi. Jeldeki c¢DNA, ultraviole
transiluminatoriinde (Vilber Inc, Lourmat France) baz sayisi bilinen standart DNA
markir1 ( Hae III, Fermentas) ile karsilikli olarak yiiklenip, Syngene In Geneus Jel

kamera sistemi kullanilarak goriintiilendi.

3.4. EKSPRESYON ANALIZi

RT-PCR ILE cDNAlarin ¢ogaltimi sirasinda Ct degeri olciimii

Gen ekspresyon ¢alismasina Hicre kiltlr érneklerden RNA elde ettikten sonra
RNA eldesi invitrogen RNA Isolation Kit’i ile gergeklestirildi. RNA elde ettikten
sonra miktar1 NanoDrop ile dl¢iiliir. Elde edilen RNAdan cDNA elde edilir(c. DNA
sentez kiti) . MEPE, JUNB, MMP13, MMP2 genleri icin TagMan real time PCR
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hazir primer- prob ismarlandi. TagMan 2X RT-PCR kiti kullanarak her gen icin
hazirlanan karigimlar ABI7000 otomatik RT-PCR makinesine yuklendi. House
keeping gen olarak ACTB kullanildi. Ct degerleri elde edilerek ekspresyon degerleri
karsilastirildi.

Real-Time PCR, EMI hasar taklidi yapilmis grupla kontrol gruplari arasindaki
hedef genlerin mRNA miktarindaki degisimi gézlemek igin gergeklestirildi. Real-
Time PCR reaksiyonu icin Applied Biosystems Tagman Universal PCR Master Mix
kullanildi. Reaksiyonlar ABI PRISM 7000 cihazinda gergeklestirildi. PCR
reaksiyonu sirasinda amplifikasyon islemi gergeklestikce TagMan probdan salinarak
serbest kalan FAM boyasinin verdigi floresans Real-Time PCR cihazi tarafindan
kaydedilerek her oOrnegin baglangic konsantrasyonuna gore vermis oldugu Ct
degerleri yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Amplifikasyon ABI

PRISM 7000 cihazinin bilgisayarindan es zamanli olarak izlendi.

Karisim Miktar Son
Konsantrasyon

ABI TagMan 2x 25ul 1x
PCR master mix

Forward primer 4 ul 800nM
(10uM)

Reverse Primer 4 ul 800nM
(10uM)

Prob (10uM) 1l 200nM

RNase-free su 11 pl

cDNA 5l

Toplam 50 pl

Reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasinda tablodaki bilgiler kullanilarak her

bir gen (MEPE, JUNB,MMP2,MMP13) i¢in ayr1 olan primer ve problar kullanilarak
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ayr1 karigimlar hazirlandi. Orneklerde cDNA olmadan toplam olarak ornek sayist

kadar mix hazirlandi. Hazirlanan mix RT-PCR optik tiiplere tek tek sirayla 45ul

dagitildi. Daha sonra dagitilan karigimlarin iizerine sirasiyla Sul cDNA ornekleri

eklendi. Tiiplerin optik kapaklar1 kapandi ve ABI PRISM 7000’e yerlestirildi.

Dongu Sicakhk Zaman Asama
sayis1
1 50°C 2 dakika UNG
enzim
inkiibasyon
1 95°C 10 dakika AmpliTaq
gold enzim
aktifligi
40 95°C 15 saniye Denatiirasy
on
60°C 1 dakika Baglanma

ABI TagMan 2x PCR master mix kullandigimiz igin igerisinde olan UNG

enzimin aktiflesmesi icin 50°C’de 2 dakika olan protokolii kullandik.

KULLANILAN PRIMERLER

MMP 2 GEN PRIMER VE PROB DIZISI
MMP2-F-5’-AGAGAACCTCAGGGAGAGTAAG-3’
MMP2-R-5’-CCTCGAACAGATGCCACAATA-3’
MMP2-FAM-TCTGTCCTGTAGAAAGAGCCCTGAAGA- TAMRA

MMP13 GEN PRIMER VE PROB DIZISI
MMP13-F-5’-GTAACCTCTGCCTCCTGTATTG -3’
MMP13-R-5’-Reverse TAGTGGCACATGCCTGTAATC-3’
MMP13-FAM-TCTCATGTCTTGTGTCTCAGTCTCCCA-TAMRA
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MEPE GEN PRIMER VE PROB DIZISI

MEPE-F-5’- TGGCCTGAGGATGTCAATTTAT-3’
MEPE-R-5’-TGAGAGCTGCGCCATATTC-3’

MEPE-FAM- AGGGTTTGAGGATGGAGATGATGCT-TAMRA

JUNB GEN PRIMER VE PROB DIZISI
JUNB-F-5’-TCTACCACGACGACTCATACA-3’
JUNB-R-5’-GGCTCGGTTTCAGGAGTTT -3’
JUNB-FAM-TGGTGGCCTCTCTCTACACGACTA-TAMRA

ACTB GEN PRIMER VE PROB DIZISI
ACTB-F-5’-GGATCAGCAAGCAGGAGTATG-3’
ACTB-R-5’-AGAAAGGGTGTAACGCAACTAA-3’
ACTB-FAM-TCGTCCACCGCAAATGCTTCTAGG-TAMRA

SONUCLARIN YORUMLANMASI
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Real-Time PCR i¢in kullanilan cihaz, termal dongiiler sirasinda 6rneklerin
floresans miktarint dlger ve bdylece Real-Time deneyleri hem kantitatif hem de
kalitatif 6l¢timler i¢in kullanilabilir. Karsilastirmali CT metodu ile kontrol ve model

gruplar1 arasindaki gen ekspresyon farkliliklar hesaplanarak sonuglar AACt olarak

yorumlanmustir.

42



BOLUM III

4. BULGULAR

Deneyler sonucunda 9 plate iginde toplam 36 kuyucuk ve 3 blank hiicre
kiltirimuzden RT-PCR sonucunda bazi degerler elde ettik. Deneylerimizin anlamli

olmasi i¢in en az 3’er 6rnek kullandigimiz i¢in T-testine gerek duyulmadi.
AACt hesabi ve tizerinden gen ekspresyonu tayini su hesaplarla yapilir;

AACt(hedef gen)=
[ACteder kattir = ACtkontrol kattiir]
AACH(h.g)=

[(Cthedef gen — Ctref gen) v (CtHedef gen — C'[ref gen)]

Ekspresyondaki katlanma degisimi(Fold Change);
2-AACt(hedef gen)

UMBILICAL CORD AACt
JUNB MEPE MMP13 MMP2
PLACEBO 6,7837 7,1417 8,5659 8,7341
24 SAAT IL-1B 4,5745 7,1437 8,5741 8,7454
24 SAAT - ILARIS  5,7572 71274 8,5676 8,9641
48 SAAT IL-1B 3,4752 7,2361 8,5727 8,7894
48 SAAT - ILARIS  7,5767 7,2211 8,5994 8,9887
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JUNB
PLACEBO 8,7947
24 SAAT IL-1B 7,7652
24 SAAT - ILARIS  7,5477
48 SAAT IL-1B 6,5457
48 SAAT - ILARIS  7,5758

JUNB

PLACEBO 7,1232

24 SAAT IL-1B 6,4147
24 SAAT - ILARIS 6,9515
48 5AAT IL-1B 5,3541
48 SAAT - ILARIS 6,3465

ADIPOSE TISSUE AACE

MEPE
7,3695
6,6548
6,5747
5,5854
7,3264

SINOVIAL TISSUE AACE

MEPE
7,1232
6,5458
7,3221
6,4213
7,3545

MMP13
8,5452
6,5477
7,3564
6,3746
7,4675

MMP13
8,3123
5,5878
6,5965
5,5458
7,1879

MMP2
8,7633
5,8065
6,3645
5,7948
6,3794

MMP2
8,1278
5,5894
6,5878
5,5965
6,5217

Tablo 2: Ct Degerlerinin dokulara gore siiflandirilmis hali

FOLD CHANGE HESAPLARI

PLACEBO
24 SAAT IL-1B
24 SAAT - ILARIS
43 SAAT IL-1B
48 SAAT - ILARIS

0,0023
0,0046
0,0053
0,0107
0,0052

JUNB UC JUNB ATSc JUNB STSc
0,0091
0,0420
0,0185
0,0899
0,0052

0,0072
0,0117
0,0081
0,0244
0,0123
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MEPE UC MEPE AT5c MEPE 5T5c¢
PLACEBO 0,0071 0,0060 0,0072
24 SAAT IL-1B 0,0071 0,0099 0,0107
24 SAAT - ILARIS 0,0072 0,0105 0,0062
48 SAAT IL-1B 0,0066 0,0208 0,0117
48 SAAT - ILARIS 0,0067 0,0062 0,0061

MMP13 UC  MMP13 AT5c MMP13 5TSc
PLACEBO 0,0026 0,0027 0,0031
24 SAAT IL-1B 0,0026 0,0107 0,0208
24 SAAT - ILARIS  0,0026 0,0061 0,0103
48 SAAT IL-1B 0,0026 0,0121 0,0214
48 SAAT - ILARIS  0,0026 0,0057 0,0065

MMP2 UC  MMP2 ATSc MMP2 5TSc

PLACEBO 0,0023 0,0023 0,0036
24 5AAT IL-1B 0,0023 0,0168 0,0208
4 SAAT - ILARL 0,0020 0,0121 0,0104
48 SAAT IL-1B 0,0023 0,0180 0,0207
8 SAAT - ILARL: 0,0020 0,0120 0,0109

Tablo 3: Genlerin Ekspresyon seviyelerinin fold change tiiriinden degisimi

Bu hesaplamalar yukarida belirtilen genel katlanma formiiliine uygun hesaplanmis

olup, asagida karsilastirmali grafikleri vardir.
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JUNB FOLD CHANGE

0,1000
0,0900
0,0800
0,0700
0,0600
0,0500
0,0400
0,0300
0,0200
0,0100

oooc0 M- =l I-l .I —_—

PLACEBO 24 SAATIL-1B 24 SAAT - ILARIS 48 SAAT IL-1B 48 SAAT - ILARIS

BJUNB UC mJUNB ATSc mIJUNB 5T5c

MEPE FOLD CHANGE

0,0250
0,0200
0,0150
0,0100

0,0050

PLACEBO 24 SAAT IL-1IB 24 SAAT - ILARIS 43 SAAT IL-1B 48 SAAT - ILARIS

0,0000
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0,0250

0,0200

0,0150

0,0100

0,0050

0,0000

0,0250

0,0200

0,0150

0,0100

0,0050

0,0000

MMP13 FOLD CHANGE

PLACEBO 24 SAATIL-1B 24 SAAT - ILARIS 43 SAAT IL-1B 48 SAAT - ILARIS

mMMPL3 UC  mMMP13 ATSc B MMPL3 5T5c

MMP2 FOLD CHANGE

PLACEBO 24 SAATIL-1B 24 SAAT - ILARIS 48 SAAT IL-1B 48 SAAT - ILARIS

mMMPZ UC mMMP2 ATSc  mMMP2 5T5c

Tablo 4: Karsilagtirmali grafikler
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BOLUM VI

5. SONUCLAR VE TARTISMA

Otolog doku transplantasyonu ile biyolojik tedavilerde basarili sonuglar
elde edilmesine ragmen doku alinan alanda hasar olusumu ve sinirli hiicre

kaynag1 nedeniyle bazi transplantasyon uygulamalari i¢in uygun olmamaktadir.

Mezenkimal kok hiicreler, 2001 yilinda itibaren iskelet kas
rejenerasyonu, Ozellikle kikirdak, kemik, tendon ve kas hasarlarinin
tedavisinde, prenctal tan1 uygulamasinda konan teshislerin tedavisinde, cesitli

hasarlanmalar i¢in kaynak olusturmada olduk¢a umut verici olmustur.

Gunumuzde mezenkimal kok hiicreler kullanilarak yapilan tedavilerinde
olduk¢a basarili sonuclar elde edilmektedir. Bilimsel c¢alismalar, bir¢ok farkli
kok hiicre kaynagi olmasina ragmen, doku hasarlarinin onariminda en iyi
adaym, yiiksek kondrojenik potansiyele ve diisiik hipertrofik farklilasmaya
sahip sinoviyum dokusu kaynakli kok hiicreler, her dokuya prolifere olabilen
Adipoz Doku Kok Hiicreleri ve en erken evre kok hiicrelerinden Kordon kani

kok hicreleri oldugunu gostermektedir.(27)

Esasen, kok hiicre ile ilgili calismalar insan kani {izerinde yapilan
calismalarla hiz kazanmistir. Franz Ernst Christian Neumann (1834-1918)
kemik iligi iizerine yaptig1 calismalar sonucu, akyuvarlara benzer hiicrelerin
varligint tespit ettikten sonra kemik iligi, kan hiicrelerini olusturan organ
oldugu tezini ileri siirmiistiir. Daha sonra, Julius Friedrich Cohnheim (1839-
1884) ise yaralan iyilestiren hiicrelerin kandan, dolayisiyla kemik iliginden

geldigini ileri stirmiistiir.(12)
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Arthur Pappenheim (1870—1916) ise alyuvarlarla ilgili yaptig1 ¢aligmalar
sonucu, kemik iliginde islevsel olarak kok hiicrelere benzeyen progenitor hiicrelerin
varhigimi tespit etmistir. Pappenheim kok hiicre ile alyuvar ve akyuvar iiretebilme

Ozelligine sahip 6ncii hiicre anlaminda kullanmaktadir.(8)

Kan fizyolojisi iizerine yogunlasan Alexander Alexandrowitsch Maximow
(1874—1928) ise 1909 yilinda hematopoetik kok hiicre adin1 verdigi ve yaralanma
esnasinda kandan yarali dokuya taginan kan hiicrelerinin varligini ortaya ¢ikarmustir.
Ayrica bu hiicreler hasar gormiis bolgeye ulastiklarinda, ihtiyag hissedilen hiicreye

farklilagabilme hipotezinden ilk defa olarak bahsetmistir.(5)

Calismamiz dahilinde elde ettigimiz bulgulara gére JUNB proteini doku hasari
taklidimizde EMI’ye verilen cevabin ilk basamaklarinda yer alir. JUNB proteini
cevap olarak hiicrenin bdliinme kapasitesini azaltir. Bu alinan ilk onlemdir. Biitiin
hasarlara karsi baslatilan sinyal yolaklarinda bu genin kodladigi protein hiicre
siklusunu G1 fazinda yakalar ve duraklatir. Bu davramis dokunun tiimér olusumu

baslangici ihtimaline karsi bir cevap olarak diistiniilmiistiir. (37)

Inflamasyonun erken asamasinda zarar goren kollojen IV ve V proteinleri
JUNB proteinini aktiflestiren sinyal yolagini baglatir. Bu olay hiicrenin herhangi bir

boliinme, go¢ etme ya da farklilasma egiliminde olmamasinin garantisidir. (13)

Deneylerimizden elde ettigimiz bulgularda IL-1, TNF-a ve ikisi birden
kullanilarak iretilmis hasar modellerinde JUNB ekspresyonunun arttigi
gozlemlenmistir. Bunun haricinde farmakolojik modiilasyon kullanilan modellerde

ise bu artis ciizi egilim gostermistir.

Ekstraselliler Matrix inflamasyonu sirasinda alinan dnlemler sadece intrinsik
degil, ayn1 zamanda hiicrelerin etrafinda birbirleriyle baglantili oldugu hiicrelerde de
vardir. Buna 6rnek olarak calismamiza dahil ettigimiz MEPE proteinini kodlayan
MEPE geni, fraktal ve yangisal zedelenmelerde arkadas hiicreleri tarafinda eksprese

edilmeye baslanip, tipki bir kaskad gibi artarak devam etmektedir. (25)
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MEPE geninin fonksiyonu zedelenme sonucu olusan yaralanmanin yeni
gocler olusturarak giderilmesi iizerine kuruludur. Deneylerimiz sonucu elde
ettigimiz bulgularda saptandigima gére MEPE geni ekspresyonu EMI hasar
taklidi olusturulan IL-1, TNF-a ve birlikte olusturduklar1 modelde ekspresyon
artis1 gozlenmistir. Bu durum beklendigi iizere dokunun hasara ugramasina

verilen cevaptir.

Calismamizda hedef gen olarak belirledigimiz bir diger gen olan MMP13
geninin  kodladigt MMP13 proteini non kanonik PARI yolaginin
inhibitorlerinden biridir. Taklit hasar modeli sonucunda bu genin ekspresyonu
olusturdugumuz diizenekte az bir miktar artis géstermistir. Bu durum hem
deney kosullarimizin in-vitro olusu hem de hiicreler arasi baglantinin zayif
olusundan kaynakli olabilir. Non kanonik sinyal yolaklar1 bilindigi iizere

hicre-hiicre etkilesimi ile dogrudan etkilidir.

Olusturulan farmakolojik modiilasyon modellerinde degerler hasar taklit

degerlerine gore normal halden ¢ok da farkl bir ¢izgi izlememistir.

Inflamasyon sebebiyle hiicre iginde aktivasyon gosteren MMP2 geninin
kodladig1 protein olan MMP2 proteini tip IV ve V kollojen yikimini baglatan
mekanizmanin baglangic kapisidir. Sinoviyal membrandan sinoviyal siviya
hiicre gociinti, adipoz dokuda iltihaplanma baslangicin1 ve bebek-anne arasinda
bir rag sonucu gerceklesen hatalarin giderilme baslangicini kontrol eden bu
protein olusturdugumuz hasar taklit modellerinde elde ettigimiz bulgularda
goruldi ki MMP2 geni ekspresyonu azalmistir. Bunun sebebi olarak 48 saatlik
hasar taklit modelinde erozyona ugrayacak hiicre kalmamasi ve yahut in-vitro
bir model olusturdugumuz i¢in hi¢ erozyon olusmamasi olabilir. Farmakolojik
modulasyon cercevesinde elde edilen rakamlarda normal kiltire gore dnemli

bir degisim saptanmamasi iki senaryoyu da destekler niteliktedir.

Ulkemizde kikirdak defektlerinin ilag tedavisi ve sonuglar1 hakkinda yeterli
veri bulunmamaktadir. Amerika Birlesik Devletler’inde yilda yaklasik 20.000
kikirdak defektlerinin cerrahisi gerceklestirildigi bilinmektedir.
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Yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar kikirdak defektlerinin ila¢ tedavilerinin
sonuclar1 yaralanmalarinin cerrahi tedavilerinin sonuglarindan daha {istiin oldugunu
gostermektedir. Bunun baslica nedeni kikirdak defektlerinin rejenerasyon

yeteneginin kisitli olmasidir.

Ozellikle son yillarda molekiiler ve hiicresel biyoloji, biyomiihendislik ve kok
hiicre alanindaki Onemli gelismelere paralel olarak mezenkimal kok hiicre
rejenerasyonu hakkindaki bilgilerimiz artmaktadir. Kikirdak cerrahisinde amag
rejenerasyon siirecindeki bir takim eksikliklerin giderilmesi ve fonksiyonel

sonuglarin tekrar kazanilmasidir.

Kok hiicrelerin bakteryel polyesterler ile biyouyumluluk gosterdigi ve kok
hicrelerin  bakteryel polyesterler Uzerinde agregatlar ve sferoidal kiimeler
olusturduklart saptanmistir. Yine MSC kaynakli kok hiicrelerin bu bakteryel
polyesterlerin  nanofibriler ylizeyine tutunarak biiyime ve farklilagsma
gosterebildikleri literatiirdeki ¢alismalarda mevcuttur. Bu amacgla embriyonik, fetal

ve erigkin mezensimal kaynakli kok hiicrelerden yararlanilmaktadir.

MSC’lerin potansiyel avantajlar1 otolog dondrden temin edilebilmesi ve
allojenik MSC’nin nonimmunojenik olmasidir. MSC’lerin ayrica in vitro ortamda
noronal morfoloji kazanmalar1 ve néronal ve ndroglial marker eksprese etmeleri sinir

sistemi hasarinda kullanimina olan ilgiyi arttirmaktadir.

Mezensimal kok hiicrelerin transplantasyonu ile bu hiicrelerin kendini

yenileme ve multipotansiyel 6zelliklerinden yararlanabilecegi diisiiniilmektedir.

Kok hiicrelerin ayn1 zamanda hasarli hiicreler ile yer degisimi, ndroproteksiyon
veya endojen hiicreler ile birlikte rejenerasyon olusturabilmek igin uygun bir

mikrocevre olusumu sagladigi bilinmektedir.

Glinlimiizde insanlar {izerinde mezengsimal kok hiicrelerin Parkinson
hastaliginda, beyin hasarinda, serebral infarktta ve spinal kord hasarinda

transplantasyonuyla ilgili ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.
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Farklilasmanin yanisira kok hiicrelerin  hasarli noronlara rejenerasyon

stirecinde trofik destek saglamasi da baska bir olas1 mekanizmadir.

Kok hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip ndronlarin yerini almaktan ¢ok

noronal koruma ve anti-inflamatuvar ozellikleri ile tedaviye katkida bulundugunu

gosterir bilgiler elde edilmisti.

Bu c¢alismada IL-1 ve TNF-a ile olusturulan deneysel sinoviyal membran,

adipoz doku ve kordon kani kok hiicrelerinde olusturulan hasar sonrasinda

Canakinumab ile hazirlanan tedavi modeli insan mezenkimal kaynakli kok hiicreler

ile birlikte kullanilmasinin ekstraselliiler matrixden baslayan rejenerasyonuna olan

etkisi arastirildi.

Sonug olarak daha dnceki caligmalarda da gosterildigi iizere rejenerasyon
yetenegi kok hiicrenin tutunma meselesiyle alakalidir. EMI patogenezi
sirasinda gergeklesen gO¢ sebebiyle kok hiicreler siispanse bir ortama gecis
yaparlar. Bu noktada kanser olusumu yolunun baslamasi gerekmektedir ancak

JUNB gibi savunma sistemleri hiicre siklusunu durdurabilme yetenegi vardir.

Suspanse ortamdaki inflamasyonel reaksiyonlar dolayisiyla kok
hiicrelerin kollojenleri yikima ugrar. Bu durumdan sorumlu genler MMP13 ve
2 dir. Buna karsilik rejenerasyon mekanizmalar1 yangi halini yeni kikirdak
dokusu tireterek durdurmaya calisir. Burada MEPE geni islevini yerine getirir
ve artarak yayilan bir sinyal gibi doku ¢apli rejenerasyona Onciiliikk eden

mekanizmanin baglangi¢ proteinlerinden biridir.
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