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OZET

FARE EMBRIYONIiK KOK HUCRELERINDEN KONDROSIT
FARKLILASTIRILMASI VE MEZENSIMAL KOK
HUCRELERINDEN FARKLILASTIRILAN KONDROSITLERLE
KARSILASTIRILMASI

KURKCU, Giilsah

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Damsmani: Prof. Dr. S. Ismet Deliloglu GURHAN
Ikinci Danismam: Prof. Dr. Seda VATANSEVER
Aralik 2012, 79 sayfa

Bu projede her iki hiicre kaynaginin da kullanilmasi diistiniilmiis olup in
vivo karsilastirllmasinin yapilmasi planlanmistir. Calismada, es zamanli olarak
stok embriyonik kok hiicre ile fare kemik iliginden alinan mezensimal kok
hiicrelerin uygun ortamda kiiltiirleri yapildiktan sonra her iki kok hiicre
kaynagindan kondrosit farklilastirilmasi yapilmistir. Kondrosit farklilagtirmasi
icin hazirlanan hiicre kiiltiir ortamima %1 ITS(insulin transferrin, selenyum), 10
ng/ml BMP-2 (bone morphogenetic protein-2), 10 ng/ml TGF-f1 (transforming
growth factor-f1) ve 50 pg/ml askorbik asit ilave edilmistir. Hiicrelerin
karakterizasyonu 1i¢in indirekt immunohistokimyasal teknik kullanilarak anti-
aggregan, anti-kollajen Il ve anti-Sox9 dagilimlar1 bakilmistir. Elde edilen
verilere  dayanarak  farkhilagma  kapasiteleri ve  farkhilasma  hizlan
karsilastirilmistir.  Farklilastirilan  kondrosit hiicreleri fare bacak kas dokusu
icerisine verilerek hiicrelerin, in vivo ortamdaki uyumu ve devamliligt
gozlenmistir. Hiicrelerin fare bacak kasina enjeksiyonu yapildiktan sonraki 28.
giinde enjeksiyon yapilan bolgeden biyopsi alinarak rutin parafin takip isleminden
sonra Kesitler hematoksilen eozin ve Mason trichrom boyamalar1 yapilarak

histokimyasal analiz yapilmustir.

Anahtar sozciikler: Embriyonik kok hiicre, Mezenkimal kok hiicre, Kondrosit.
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ASTRACT

EMBRIYONIC STEM CELL DIFFERANTATION TO
CHONDROCYTES AND COMPARE THE CHONDROCYTES
WERE DIFFERANTATED FROM BONE MARROW STEM CELL

KURKCU, Giilsah

MSc in Biothecnology.
Supervisor: Prof. Dr. S. Ismet Deliloglu GURHAN
Co Supervisor: Prof. Dr. H. Seda VATANSEVER

Aralik 2012, 79 pages

In this study, embryonic stem cells from stock and mesenchymal stem
cells from bone marrow of a mouse were propagated in 1% ITS, 10 ng / ml BMP-
2,10 ng / ml TGF-B1 and 50 mg / ml ascorbic acid, which were added in to the
cultures for chondrocyte differentation. Using indirect immunohistochemical
techniques for characterization of of the differantated cell, distribution of anti-
aggregan, anti-collagen Il and anti-Sox9 was checked. Based on the data obtained,
the capacity and the rate of their differentiation was compared. Then The
differantated cells were transplanted into the leg muscle of the mice and further
examined for their compatibility and survival in vivo conditions. On the 28th day
after the transplantation, a biyopsy sample was taken from the region of implant,
and processed with routine parafin embedding procedure, for histochemical
analysis which was perform using hematoxylin eosin and Masson trichrom

staining.

Keywords: Embryonic stem cell, Mesenchymal stem cells, Chondrocyte.
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1.GIRIS

Gliniimiizde hastaliklarin teshisi ve tedavisindeki gelismeler ¢cok hizli bir
sekilde ilerlemesine ragmen; modern tip hala bazi hastaliklarin tedavisini
gerceklestirememektedir. Bu hastalik gruplari; tip 1 diyabet, multiple skleroz
(MS), Alzheimer, Parkinson, noro dejeneratif hastaliklar, nedeni bilinmeyen ve
Olimciil bir hastalik olan amiyotrofik lateral skleroz (ALS), genetik tabam
olmayan korliik ve sagirlik gibi hastaliklar, omurilik hasar1 sonucu ortaya ¢ikan
felgler, iyilesemeyen kiriklar, kikirdak dejenerasyonlari vb. (Weissman et al.,
2000). Son yillarda bu tiir ve benzeri hastaliklarda yeni sagaltim protokollerinin
gelistirilmesinde ve tedavisinde hasar goren doku-hiicre veya organlarin
islevlerini yerine koymak (rejeneratif tip) ya da tamir etmek (reparatif tip) ile
miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir (Caplan et al., 2007).

Kok hiicre caligmalar1 hiicresel tedaviler, doku/organ miihendisligi ve gen
tedavileri alaninda uluslararasi diizeyde patentlenebilir, bilimsel etkinligi yiiksek
dergilerde yayimlanabilir ve atif alabilir diizeyde bilimsel veriler iiretilerek
evrensel bilime katki saglanabilir. Uretilen bilgi ve teknolojilerin uygulanmasi
egitim-6gretime destek verebilir niteliktedir. Ornegin doku miihendisligi ile ilgili
diinyada alinan patenler incelendiginde 1990 yilinda toplam 20 patent alinmis
iken bu saymin 2001 yilinda 100’4 asmis oldugu goriilmektedir (Allen, C. E.
2012).

Bu c¢alismada, embriyonik ve mezensimal kok hiicreler kondrosit
hiicrelerine farklilagtirildiktan sonra sigan bacak kasina nakil edilip hiicrelerin in
vivo gelisimi gozlenmistir. Nakilden sonra sicandan alinan biyopsi orneklerinde
hiicrelerin kaynaklarina gore ¢ogalmaya ne derece yatkin olduklari, farklilasma
kapasiteleri karsilagtirilarak in vivo ortamdaki durumlari incelenmistir. Kok
hiicreler nakledildikleri bolgede in vivo ortamda teratom olusturma riski
tasimaktadir. Dolayisiyla kok hiicrelerin teratom ve kanser olusturma riski de
degerlendirilmistir. Boylece rejeneratif tip veya reparatif tip alanindaki
embriyonik kok hiicrelerin, mezensimal kok hiicrelere oranla tedavi olanaklarinin

ne derece uygulanabilir oldugunun bir 6n c¢alismasi  yapilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Tarihge:

Gilinlimiizde tibbin yetersiz kaldig1 tedavisi olmayan hastaliklar i¢in umut
15181 olarak goriilen kok hiicreler germ hiicrelerinden, fGtlisten ve yetiskin
dokulardan elde edilebilmektedirler. Kok hiicre tedavisi, giiniimiizde bir¢ok etik
ve dini tartigsmalara sebep olan, medyanin glindemini siirekli olusturan bir

konudur (Bongso and Richards, 2004).

Tarihte ilk kez 1800°li yillarda bazi hiicrelerin diger hiicreleri
olusturabilecegi fikrinin ortaya atilmasi ile giindeme gelen kok hiicreler ilk
1900’14 yillarin basinda kesfedilmistir. Bu hiicrelerin sadece kan hiicrelerine
farklilasabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu donemde kok hiicreler insan ve hayvan kok

hiicreleri olmak iizere ikiye ayirilmistir (Solter et al., 2006).

1950-1960’11 yillarda Ord. Prof. Dr. Vet. Hek. Tug. Gen. Siireyya Tahsin
Aygiin, dogum sonrasi atilan plasentalarda kordon kanindaki hiicreler ile insan
Omriiniin uzatilabilecegini soyleyerek hiicre kiiltiir tekniklerinin yani sira ilk hiicre
ve kok hiicre tedavilerini yapmustir. Bunlari kitap ve makaleler halinde
uluslararast dergilerde yayimlamis, yurtdisinda uluslararast kurultaylarda bildiri
olarak sunmus ve Almanca olarak kitap haline getirerek, Almanya'da

yayimlamistir (Dinger, 1982).

1960 yilinda Ernest A. McCulloch, James E. Till ve McCulloch kok
hiicrelerin kendi kendini yenileyebilme ve farklilasabilme 6zelliklerini
tanimlamuglardir (McCulloch and Till 2005). 1991 yilinda ise kok hiicreler,
Caplan tarafindan bugiinkii tanimini alarak embriyonik kok hiicre ve mezenkimal

kok hiicre olarak isimlendirilmistir (Burder et al., 1994).

19. yiizyila geri dondiiglimiizde 1868’de Tavassali ve Corsby, 1869°da
Goujon yaptiklar1 ¢aligmalarda kemik hiicresi igermeyen kemik iligi hiicrelerinin
osteojenik hiicrelere farklilagsma egiliminde oldugunu ispatlamislardir (Tavassoli
and Crosby, 1968). Friendestein ve arkadaslari 1960 ve 1970 yillarinda yaptigi

caligmalarda kemik iligi hiicrelerinin sadece kiigiik bir populasyonunu olusturan



hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilastigini gostermislerdir ( Tavassoli and
Friedenstein, 1983).

1970 yilinda Friendestein ve arkadaslar1 kemik iligindeki farklilasan
hiicrelerin yilizeye hemen tutunmasi ile kolayca hematopoetik hiicrelerden
ayrilabildigini, yiizeye tutunan bu fibrosblastik hiicrelerin klonal yapi gostererek
tiredigini gostermislerdir (Friedenstein et al., 1974). 1976’da Testa, 1977’de
Dexter ve 1978’de Allen tarafindan kemik iligi kok hiicrelerinin hiicresel bir
mikro ¢evre tarafindan regiile edildigi gosterilmistir (Dexter et al., 2005).Kok
hiicre nis hipotezi 1978 yilinda Schofield tarafindan desteklenmistir. Ozellikle
kemik iligi stromasinda ikinci bir tip kok hiicrenin bulunabilecegi Tavassali,
Friedenstein ve Owen tarafindan ortaya atilmistir (Owen and Fridenshtein,
1988).Kemik iligindeki ikinci tip kok hiicre fikri 1978 yilinda ortaya atilmig
olmasina ragmen; 1999 yilinda Pittengen ve arkadaslarinin yayimladigi makaleye
kadar ses getirmemistir (Pittenger et al., 1999). Friedestein ve Owen 1987-1988
yillarinda kemik iligi kok hiicrelerine kemik kok hiicresi adi verilmistir (Bianco et
al., 2008).

Kemik iligi kok hiicre ¢alismalarindan yaklagik 10 yil sonra 1970 yilinin
ortalarinda terotokarsinoma c¢aligmalariyla beraber embriyonik kok hiicre
caligmalar1 da baslamistir. Teratokarsinoma denilen kompleks yapili tiimorlerde
bir ¢ok hiicre hatti bulunmustur ( deri, kas, sag, dis) . Daha sonraki ¢alismalarda
bu hiicre tiplerinin li¢ ayr1 embriyonik germ tabakasindan mezoderm, endoderm

ve ektodermden tiiredigi ortaya ¢ikartilmistir (Andrews et al., 2005).

1981 yilinda Martin Evans ve Matt Kaufman embriyonik karsinoma
hiicrelerinin biyolojisini anlamak igin blastokist hiicre kiitlesini kiiltiir ortamina
aldi ve en i1yi embriyonik karsinoma hiicre hattin1 elde ettmistir. Bu basariy1
blastokistin i¢ hiicre kitlesinin kiiltiire edilmesi takip ettmistir. Normal karyotipte,
pluripotent olan bu hiicrelerin kiiltiire edilmesiyle embriyonik kok hiicrelerin

biyolojisinin 6nemli bir kismini1 kesfetmis oldu (Evans and Kaufman, 1981).

1981 yilindan on iki yil sonra, 1993 yilinda Kanadali bilim adamlar

embriyonik kok hiicrelerin totipotensi Ozelligini bulmayr basarmislardir.



Embriyonik kok hiicrelerden yasayan bir fare iireterek embriyonik kok hiicrelerin

totipotensi 6zelligini ispatladilar (Kang, 2011).

1994 yilinda Arif Bongso ve arkadaslari Wisconsin Universitesi’nde
yaptiklart  ¢aligsmalar ile ilk embriyonik kok  hiicre izolasyonunu
gergeklestirmigler; ancak embriyonik kok hiicre kiiltiiriinii yapmamuslardir

(Bongso and Lee, 2005).

1998 yilinda James Thomson ve arkadaslari Winconsin Universitesi’nde
insan embriyonik kok hiicrelerinin, 5 gilinlik embriyodan izolasyonunu ve
kiltliriini yapmislardir. Bu hiicrelerin limitsiz iireme 6zelliginin oldugu ve birgok
hiicre tipine farklilasabilecegi saptanmistir. Yine 1998 yilinda John Hopkins
Universitesi’nde, John Gearhart tarafindan yapilan bir ¢alisma ile 9 haftalik bir
fotiis kadavrasindan insan embriyonik germ hiicreleri elde edilmistir ( Cohen,

2007).

Embriyonik kok hiicreler, 4-5 giinlik embriyonun rahim duvarina
yerlesmeden onceki safhasi olan blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler. Bu
sathada embriyo 150 hiicreden meydana gelen ve dis kisminda yuvarlak bir daire
olusturacak sekilde dizilmis hiicreler (trofektoderm), sivi dolu bir kavite
(blastosel) ve i¢ kisimda, bir kiime hiicre igeren yapt seklindedir. Gelismekte olan
bir fotiisiin primordial germ hiicrelerinden de embriyonik kok hiicrelere benzeyen

hiicreler elde edilebilir (Thomson et al., 2012).

2006 yilinda Japon arastirmaci Dr. Shinya Yamanaka’nin laboratuvarinda
somatik hiicreler embriyonik kok hiicre genlerini ifade edebilen pluripotent
benzeri hiicrelere doniistiiriilmiistiir. Bunlara indiiklenmis pluripotent hiicre

(IPSCs) ad1 verilmistir (Takahashi and Yamanaka, 2006).

2008 yilinda French ve arkadaslar1 blastokist i¢ine somatik hiicrelerin
¢ekirdeklerini transfer ederek pluripotent kok hiicre elde etmeyi basarmuslardir (
French et al., 2008). 2008 yilinda Chung ve arkadaslari embriyoyu par¢alamadan
pluripotent kok hiicre elde edilebilecegi goriisiinii ortaya atmislardir (Chung et al.,
2008). Bu iki c¢alisma da gostermektedir ki herhangi bir etik sorunla
karsilagsmadan ve immiinreaksiyon sorunu olmadan kisilerin kendi hiicrelerinden

pluripotent hiicreler elde edilebilir.



IPSCs kesfinden ii¢ yil sonra, 2009 yilinda Kanadali bilim adamlar1 IPSCs
hiicrelerinden yasayan bir fare tiretmeyi basarmuslardir (Guhr et al., 2006).

Klinisyenler ve bilim adamlar1 yillarca kok hiicre arastirmalari ilizerinde
calismiglardir. Giiniimiizde bu c¢alismalarin sonucunda iki Onemli gelisme
saglanmistir. Bunlardan bir tanesi Jamie Thomson ve arkadaslari tarafindan
somatik hiicre ¢ekirdeklerinin tekrar programlanip embriyonik kok hiicrelere
somatik hiicre ¢ekirdeklerinin aktarilmasi ile yapilan hayvan klonlanmasi; bir
digeri ise tedavisi olmayan hastaliklarin hiicresel tedavi imkamdir (Lovell-Badge,
2001). Gelisim biyolojisinin temelini olusturan hydra’larda kok hiicre
biyolojisinin 6 onemli 6zelligi gosterilmistir; (i) sinirsiz iireme ve farklilagsma
ozelligi (ii) hiicresel ¢evreden gelen sinyallere ¢ok hizli yanit verebilme 6zelligi;
(i11)) Wnt ve Notch sinyal yolaklarinin kék hiicre davraniglarinin kontroliindeki
biiylik 6nemi; (iv) terminal farklilasmada kromatin modifikasyonun 6nemi; (v)
kok hiicre kaynaklarinda farklilasmanin gosterilmesi; (vi) kendi kendini
yenilemenin kanser gelisimi tizerindeki etkisi arastirtlmistir (Bosch, 2009).

Planaryalarin yiiksek rejenerasyon kabiliyeti aragtirmacilarin ilgisini
cekmistir. Planaryalarda bulunan pluripotent, rejenerasyondan sorumlu hiicrelere
neoblast hiicreleri denilmistir. Planaryanin yliksek rejenerasyon kabiliyeti ve
kiiltiirlinlin  kolay yapilmasi nedeniyle kok hiicre arastirmalarinda en ¢ok
kullanilan model organizmadir. Ayrca planaryanin memeli kok hiicrelerine yakin
biyolojide olmasi, insan ve farede rejenerasyon c¢alismalarina umut 15181
olmaktadir (Agata, 2008). Planaryadan sonra yassi kurtalar ailesinin diger bir
tiyesi olan Macrostomum lignano kdk hiicre biyolojisi ¢aligmalarinda énemli bir
model organizmadir. Gerek Kkiiltiiriniin kolay olmasi, gerek hiicre sayisinin az
olmasi, sefaf olmasi neoblast (rejenerasyondan sorumlu hiicreler) adi verilen kok
hiicre ¢alismalarin1 kolaylastirmaktadir. Macrostomum lignano ile yapilan kok
hiicre ¢aligsmalarinda basit yapili kurtlardan, yiiksek organizmali canlilara kadar
kok hiicre biyolojisine bilgi kazandiracak uygun model bir organizmadir (Pfister,

2007).

2.2 Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicreler, canli viicudunda diger hiicrelerden farkli olarak

boliindiiklerinde kendini yenileyebilen, farklilagmamis, in vivo ve in vitro



kosullarda istenilen doku hiicrelerine farklilasabilen 6zel hiicrelerdir. Ingilizcede
‘stem’ olarak gegen kok kelimesi, bitkilerin meristem dokusundaki bitki
rejenerasyonundan sorumlu hiicrelerin eski botanikteki terminolojisinden
esinlenilmistir. ‘Meristem’ kelimesi ‘stem’ kelimesine doniistiiriilerek ‘stem cell’
kelimesi tiiretilmistir. Memelilerde hasarlanan dokularin tamiri, farklilagsmamis
dokulardan bagimsiz onceden var olan kok hiicreler ve doku oncii hiicrelerin
(progeniitor cell) aktivasyonu yapilir (Choumerianou et al., 2008).

Kok hiicreler sadece hasarlanan dokularin onarimindan sorumlu hiicreler
degildir. Ayn1 zamanda canlinin evrimsel siirecte kazanmis oldugu sekli almasini
saglayan hiicrelerdir. Ornegin; bir bebek dogdugunda viicudundaki biitiin
organlar, gozleri, elleri, ayaklar1 en kiiglik boyuttadir. Kok hiicreler canlinin
yasami boyunca iirettigi, farklilasmamis hiicreler olmasina ragmen bebegin
gelisim siiresince embriyonel gelisimde planlanan sekle aykiri bir farklilasma
gostermez (Khalturin et al.,, 2001). Viicudumuzda deri, karaciger gibi bazi
organlarin rejenerasyon yeteneklerini hayatimiz boyunca kaybetmezken, diger
organlarin rejenerasyon Ozelliklerini kaybetmis olmalarinin sebebi hala

bilinmemektedir (Institue of medicine, 1998).
2.3 Kok Hiicrelerin Ozellikleri
Kok hiicrelerin 6zellikleri 3 ana baglikta toplanabilir:
2.3.1Kendini Yenileyebilme Ozelligi

Kok hiicreler in vitro ortamda kiiltiire alindiklarinda somatik hiicrelerden
cok daha fazla iiremektedirler. Kiiltiir ortaminda kok hiicre populasyonun sayisi
herhangi bir kanserlesme olmaksizin 160 kez iki katina ¢ikarken, normal viicut
hiicrelerinin populasyonu sadece 60 kez iki katina ¢ikmaktadir. /n vivo ortamda
ise yetigkin kok hiicrelerin lireme 6zellikleri canlinin yasam uzunluguna bagl
olarak degismektedir (Cauffman et al., 2009). Kok hiicreler asimetrik
boliinmektedirler. Boliinme sonucu olusan iki hiicreden bir tanesi kok hiicre
ozelligindeyken bir digeri farklilasacagi dokuya ait hiicrenin 6zelligindedir. Bu
ozellikleri nedeniyle kok hiicreler, boliindiiklerinde kendilerini yenileyerek bir

havuz olustururlar (Sekil 2.1).



Kas hiicresi

Kan hicresi

Sinir hiicresi

Sekil 2.1: Kok hiicrelerin diger yetigskin dokulara farklilagirken kendini yenileyebilme

ozelllikleri.

Ancak, smirsiz iireme Ozellikleri kanserlesmeyi de uyarabileceginden
hiicrelerin sinirlayict kontrol mekanizmalart vardir. Kok hiicrelerin  kontrol
mekanizmasin1 kok hiicre nisinden gelen, hiicre disi sinyaller belirlemektedir
(Molofsky et al., 2004). Kok hiicrelerin asimetrik boliinebilme 6zelliklerini
korumast hiicreler arast maddeden gelen transkripsiyonel faktorlerle

gergeklesmektedir.

Yetigkin kok hiicrelerin in vivo ve in vitro ortamda multipotent 6zelligini
korumasimi saglayan genler kaynaklarma gore farklilik gdstermektedir. Ornegin
kemik iligi kok hiicrelerinin in vivo ortamda Scl, GATA-2, Bmi-1 genlerinin ifade
olmasi farklilagmasini engellerken, in vitro ortamda Hoxb4 genin ifade olmasi
farklilasmasini engellemektedir. iskelet kast kok hiicreleri icin Pax-7, néral kok
hiicreler i¢in nestin geni multipotent 6zelligini belirleyen genlerdir (Willnut,

2009).



Embriyonik kok hiicreler, canliyt olusturan doku ve organlara
farklilasabilen pluripotent kok hiicrelerdir. /n vivo ve in vitro ortamda kendilerini
yenileyerek pluripotent Ozelliklerini koruyabilmektedirler. Leukemia inhibitor
faktdr adi verilen LIF, embriyonik kék hiicrelerin farklilasmadan {iremesini
saglayan IL-6 sitokin ailesinin Onemli tyelerinden biridir. Sinyal reseptorii
glikoprotein 130 (gp130)’dur. (Niwa et al., 2012) Gp130, hiicre stoplazmasinda
bulunan LIF reseptér B (LIFRP) ile birbirine baglidir. Eger ortamda LiF var ise
gp130 reseptoriine baglanir, stoplazmada bulunan LIFRp inaktive olur ve STAT3
ekspresyonu durur. Hiicre farklilagmadan tiremeye devam eder. Bu yolaga da JAK
STAT vyolag1 denilmektedir. Eger ortamda LIF yoksa STAT3 molekiilii strojen
molekiilii ile baglanir ve embriyonik kok hiicrelerin pluripotent 6zelligi devam
eder. Gp130 reseptorii bulunmayan farelerde embriyo hiicrelerinin erken donemde
farklilastig1 goriilmektedir (Heinrich et al.; Kunisada et al.,1998).

1990 yilinda 3 farkli aragtirmaci grup tarafindan bir transkripsiyon faktorii
POU (Pit-Oct-Unc) ailesinin bir {iyesi olan Oct3/4 geni tanimlanmistir (Latchman,
1999). Oct3/4 geni, embriyonun gelisim doneminde pluripotent ve totipotent
ozellikteki kok hiicrelerde ifade olan bir gendir (Niwa et al, 2002; Shimozaki et
al., 2003). Blastokist evresinde i¢ hiicre kitlesinde Oct3/4 geni ifade olmazsa
hiicreler blastokistin trofoektodermine dogru farklilasmaktadir, eger Oct3/4 geni
cok fazla ifade olursa hiicreler primitif endoderme dogru farklilagsmaya
gitmektedirler. Bu bilgiler dogrultusunda, Oct3/4 geninin ifade olma yogunlugu
hiicrelerin pluripotent 6zelligini kaybetmemesinde onemli oldugu sdylenebilir.
Oct3/4 geni LIF yoklugunda ifade edilemez ve hiicreler farklilasabilir ancak;
LIF’in varhiginda Oct3/4 geni ifade olmasa bile hiicreler pluripotent dzelligini
koruyabilmektedir (Masui et al., 2007).

Sox2, Oct3/4’lin kofaktorii olan sox ailesinin bir liyesidir. Sox2 geninin
ekspresyonu, Oct3/4 ve sox2 nin ortamda varligi ile regiile edilir, embriyonik kok
hiicreler pluripotent O6zelligini koruyabilir (Takahashi and Yamanaka, 2006).
Nanog, embriyonik kok hiicrelerin  pluripotent  ozelligini  korumayan
transkripsiyon faktoriidiir. Nanog ekspresyonu STAT3 tarafindan regiile edilemez
ve Oct3/4 ile yer degistirebilen bir transkripsiyon faktorii degildir. Embriyonik
kok hiicrelerin LIF’in yoklugunda pluripotent 6zelligini nanog ekspresyonu ile
korudugu diistintilmektedir. Nanog’un ifade olmadigi ortamda embriyonun 61diigii

belirtilmektedir (Masui et al., 2007).



Embriyonik kok hiicrelerde GATA 6 geninin ifade olmasi ile endodermal
farklilasma gerceklesmektedir. Endodermal farklilasma LIF ya da STAT 3
yoklugunda regiile edilirken nanog ekspresyonunun artmasi ile GATA 6
ekspresyonu baskilanir (Chambers et al., 2003).

2.3.2 Klon Olusturabilme Ozellikleri

Kok hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinden bir tanesi de tek bir hiicreden
Klon olusturabilmeleridir (Sekil 2.2). Kiiltiir ortaminda bir tane hiicre tiremesi klon

olusturmasi i¢in yeterlidir (Cavaleri and Scholer, 2003).

Sekil 2.2: Embriyonik kok hiicrelerinin kiiltiir ortaminda klon olusturmasi (Protokol
online, 2012).

2.3.3 Farklilasabilme Yetenegi

Kok hiicreler uygun kosullar altinda bir¢cok farkli dokularin hiicrelerine
farklilasabilme Ozelligine sahiptirler ve bu o6zelliklerine gore kendi aralarinda
gruplandirilabilirler. Ornegin kok hiicre canlimn tamammi olusturabilme
ozelligindeyse bu hiicrelere totipotent kok hiicre (Dries, 2004); eger canlinin
biitin doku ve organlarina farklilasabilme 06zelligindeyse bu hiicrelere de
pluripotent kok hiicre denilmektedir. Farklilagsma &zellikleri izole edildikleri

dokuya gore sinirlamiyor ise bunlara da multipotent kok hiicre denilmektedir
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(Pittenger, 1999). Dolayisiyla kok hiicrelerin izole edildikleri kaynaklara gore

totipotent, pluripotent ve multipotent 6zellikte olduklar1 sdylenebilir.

2.4 Kok Hiicre Kaynaklari

Kok hiicreler kaynaklarina gore iki ana gruba ayrilirlar. 1- Embriyo

kaynakli kok hiicreler, 2- Yetiskin doku kaynakli kok hiicreler (Sekil 2.3).

Kok Hiicre
Kaynaklarn
Embriyo /\ Yetiskin doku
kaynakl1 kaynakl1 kok
kok hiicreler
Blastokist Gonodal Fetal Somatik Germ
Ridge dokulardan dokulardan hl'icrelerl_nden
\L elde edilen elde edilen kok elde edilen
\l/ kok hiicreler kok hiicreler
Embltyonlk Embriyo hiicreler
kok .
hiicreler germ kok : .
ucre hiicreleri Spermatogonia  oogonia
Yetiskin Hematopoietik . .
dokulardan kok hiicreler Mezicl?kln;al kok
izole edilen UCICCh

kok /\

Periferal kan  Kemik iligi

Sekil 2.3: Kok hiicreler embriyonik ve yetiskin doku kaynakli olmak iizere iki temel gruba
ayrilirlar ancak embriyonik ve yetiskin doku kaynakli kok hiicrelerde kendi
aralarinda kaynaklarina gore ayrilmaktadirlar (inan, 2009) .

2.4.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Dollenmis yumurta, boliinerek 2, 4, 8 hiicreli hale gelip morula denilen
kiiresel yapiy1 olusturmaktadir. Béliinme sonucu olusan hiicrelerin her biri, bir
organizmay1 olusturabilecek Ozelliktedir. Bu 6zellikteki kok hiicrelere totipotent
kok hiicre denmektedir ( Dries, 2004). Zigot olusumundan 5-6 giin sonra embriyo
blastokist halini almaktadir. Blastokist yapisi i¢i blastosol adi verilen sivi ile dolu
hiicre kiiresidir. Bu hiicre kiiresi iki farkli hiicre tabakasindan olusmaktadir.

Birinci hiicre tabakasi trofoektoderm adi verilen blastosdl sivisini kaplayan, ince
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epitelyal, trofobik hiicrelerin olusturdugu dis hiicre tabakasi; ikinci hiicre tabakasi
da trofoektoderm tabakasinin iginde blastosdl sivisinda bulunan i¢ hiicre
kiitlesidir. Embriyonik kok hiicreler bu i¢ hiicre kiitlesinin trofoektodermden
ayrilip kiiltiire alinmast ile elde edilir. Kiiltiire edilen i¢ hiicre kiitlesi pluripotent
ozellikteki kok hiicrelerdir (Veeck and Zaninovi¢, 2003). Embriyonik gelisim
sirasinda bu kok hiicreler, hipoblast ve epiblast adi verilen iki tabakayi
olusturmaktadir. Hipoblast tabakasi embriyonun gelisecegi amniyon sivisini
olusturacakken epiblast tabakast mezoderm endoderm ve ektoderm tabakasina

farklilagir (Sekil 2.4) ( Habib et al., 2007).

Erken blastokist

Erken embriyo

Gelismis balstokist

ic
hiicre
kutlesi

Trafoektoderm

\\

Sekil 2.4: Insan embriyosunun blastokist yapis1 (Veeck and Zaninovi¢, 2003).

Embriyonik kok hiicrelerin 3 karekteristik 6zelligi onlar1 diger hiicrelerden
ayirmaktadir. 1) Preimplante embriyodan elde edilir. 2) Uzun siire farklilasmadan
iireyebilir. 3) Uc farkli germ tabakasina farklilasabilme 6zelligi ile dokularmn
olusumunu inceleme olanagi saglar.

Implante olmamus blastokistin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen insan
pluripotent kok hiicreleri yiiksek telomeraz aktivitesi gostermektedir. Diplot
somatik hiicreler ile karsilastirildiginda bu hiicrelerin telomerlerinin canlinin

yasina bagli olarak kisaldigi sdylenebilir (Thomson et al., 1998).


http://www.sciencemag.org/search?author1=James+A.+Thomson&sortspec=date&submit=Submit
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Insan embriyonik kok hiicrelerinin yiizey antijenleri (SSEA)-3, (SSEA)-4,
(TRA)-1-60, (TRA)-1-81 ve alkalen fosfotazdir. Farklilagmamis embriyonik kok
hiicreler (SSEA)-1 antikoru ile boyanmazlar; ancak farklilastiklarinda
boyanabilmektedirler. insan embriyonik kok hiicreleri ile fare embriyonik kék
hiicrelerinin yiizey antijenleri arasindaki fark (SSEA)-3 ve (SSEA)-4’diir. Fare
embriyonik kok hiicreleri bu antijenler ile boyanmaz (Marks, et al., 2012).

97 tane insan embriyosunun, i¢ hiicre kiitlesinden (HUES)1, (HUES)2,
(HUES)3, (HUES)17 olmak tizere 17 tane farkli embriyonik kok hiicre hatti
tammlanmistir. (HUES)1,(HUES)2, (HUES)4, (HUES)6, (HUES)7, (HUES)S,
(HUES)9, ve (HUES)13, (HUES)14, (HUES)15, (HUES) 16 tanimlanmis hiicre
hattinin ikilenme siiresi 24-48 saat iken; sadece 3 tane embriyonik kok hiicre
hattinin (HUES)3, (HUES)5 ve (HUES)10 ikilenme siiresi yaklasik 60-72 saattir.
Karyotip analizinde insan embriyonik kok hiicrelerinin (HUES)1, 2, 5, 6,9, 12, 14
ve 15 hiicre hatlar1 46 kromozomlu genotipi XX iken; (HUES)3, 4, 7, 8, 10, 11,
13, 16 ve 17 hiicre hatlar1 46 kromozomlu genotipi XY’ dir. (Draper et al., 2012).

2.4.1.1 Embrivonik Kok Hiicre izolasvonu

Blastokist tabakasindan izole edilen embriyonik kdk hiicrelerin dis tabakasi
olan trafoektoderm, ekstraembriyonik germ tabakasina farklilasabilme 6zelligine
sahip hiicrelerden olugmaktadir. Embriyonik kok hiicreler, trofoblastin i¢ hiicre
kiitlesinden elde edilir. Bu hiicreler embriyonik somatik ve germ hiicrelerini
olustururken polar trofoblast denilen embriyonik kok hiicre kiitlesi ile trofoblast
hiicreleri iletisim halindedir. Trofoblast hiicreleri, ekstraembriyonik siviy1
Olusturacak olan ektoderm hiicrelerine, ektoplesantal hiicrelerine farklilagabilen
kok hiicrelerdir. Trofoblast kok hiicreleri fotiise ait herhangi bir doku hiicresine
farklilagsmamaktadir (Lau and Rogers, 2004).

Embriyonik kok hiicrelerin trofoblasttan eldesinde iki farkli yontem
kullanilmaktadir. 1981 yilinda Evans ve Kaufman tarafindan embriyonik kok
hiicrelerin eldesinde iki teknik kullanilmistir: Immunocerrahi ile izolasyon ve

mekanik izolasyon (Kaufman et al., 1983).

Immuno cerrahi yéntemi: Bu metot i¢ hiicre kiitlesini blastokistten

ayiran segici bir yontemdir. Oncelikle zona pellusida, pronaz veya benzeri zonayi
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eritici enzimler ile uzaklastirilir. Ardindan embriyo anti-insan veya anti-fare

serumu ile (blastokistin orijini ne ise ona uygun serum se¢ilmelidir) inkiibe edilir.

Antikorun yikanmasindan sonra blastokist dogrudan uygun ortama alinarak
trofoblastlar ortamdan uzaklastirilincaya kadar beklenir ve geride kalan i¢ hiicre
kitlesi mitozu durdurulmus embriyonik fibroblast tabakasi iizerine alinarak kiiltiire
edilir. Bu yontem, pluripotent kok hiicrelerin eldesi igin ¢ok fazla zaman
kaybedilen bir yontemdir. Ayn1 zamanda hayvansal hiicrelerin kontaminasyonu

acisindan da uygun bir yontem degildir (Lorthongpanich et al., 2011).

Mekanik izolasyon: Embriyonik kok hiicre hatti, direkt olarak zona
pellusidasi uzaklastirilmig blastokistte trofoblastlarin igne ucu ile mekanik olarak
diseksiyonu veya zona pellusidasi uzaklastirilmig blastokistin direkt olarak mitozu
inhibe edilmis fibroblast tabakasi lizerine konulmasi ile elde edilebilir. Eger
trofoblast hiicreleri tamamen uzaklastirilmamis veya bir kismi uzaklagtirilmis ise,
blastokist besleyici hiicre tabakasina tutunur ve yassi hale gelir. Boylelikle i¢
hiicre kitlesinin biiyiimesine izin veren ¢evrede yerlesmis tek tabakali trofoblast
hiicreleri gdzlenir. I¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler cogaldiginda olusan koloni
alttaki trofoblast hiicrelerinden kolaylikla ayrilabilir ve uygun biiyiiklige
ulastiginda koloniyi olusturan hiicreler alinip uygun ortama tasinabilirler

(\Vatansever, 2009).

2.4.1.2 Embriyonik kok hiicrelerin iireme siklusu

Fare embriyonik kok hiicrelerin iireme sikluslar1 ile somatik hiicrelerin
tireme sikluslar1 karsilastirildiginda embriyonik kok hiicrelerde G1 fazinin
somatik hiicrelerin G1 fazindan daha kisa oldugu goriilmektedir. Embriyonik kok
hiicrelerin G1 faz1 toplam mitozun sadece %15’ini olustururken; S faz1 %75 ini,
G2/M ise %I10’luk bir kismini olusturmaktadir ve bu siire¢ yaklasik 1,5 saat
sirmektedir (Fluckiger et al., 2006).

Memelilerin hiicrelerinde G1 kontrol noktasindan siklin D ailesinin {i¢ {iyesi
ve siklin E ailesinin 2 {iyesi sorumludur. DNA sentezinin baslamasi G1 fazinda
siklin D ile CDK (siklin D kinaz) bilesiginin fosforillenmesi ve retinoblastoma
(RB: ilk tanimlanan retinal kanser tiimdr slipresor porteini) proteinin inaktive

olmasina baghidir (Jin et al., 2010).
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Embriyonik kok hiicrelerde mitoz dongiisiiniin kontrol noktalar1 daha
farklidir. EKH’lerde D siklin promotorlarinin aktivitesinin diisiik olmasi nedeniyle
D tip siklin kinaz enzimlerini ¢ok az ifade ederler. Bu nedenle retinoblastoma
fosforilasyonu somatik hiicrelerin aksine G1 fazindan S fazina gegerken degil
mitozdan hemen sonra Gl fazinda yapildigi goriigmiistiir. Ayrica biiylime
inhibitori olan D:CDK4’lin inhibitdrii PK16’ya karst dayaniklidir (Fleming et al.,
1993). Dolayistysa EKH’ler CDK4 onciiliigiindeki RB fosforilasyonuna karsi da
dayaniklidir. Sonugta, EKH’ler normal hiicrelerden farkli olarak hiicre bdliinme
kontrol yolaklarina sahiptir. EKH’lerde G1 kontrol noktas: siklin D1 sentezinin
uyarilmasi ve Ras-MAPK yolaginin aktive olmasi ile ger¢eklesmektedir.( Wong et
al., 2009) RKs, siklin D1’i Ras-MAPK yolagim1 kullanarak aktive eder.
EKH’lerde siklin D1’in fazla salimini engellemek i¢in wortmannin ve PD98059
salgilayarak siklin D1’in sentezini inhibe eder. Eger siklin D1 sentezi belirli bir
noktadan sonra inhibe olmazsa hiicre farklilasmaya gider (Dan et al., 2006).

Somatik hiicrelerde DNA’ da meydana gelen herhangi bir mutasyonda,
kromozamal anomalilerde hiicre p53 yolagim kullanarak apoptozise gider.
Herhangi bir stres aninda hiicre ¢ekirdeginde p53 geni aktive olur ve bazi genlerin
aktivasayonunu onler. Ornegin: p21, Mdm2, p21°i hiicrede ifade olmaz RA
fosforillenmesi engellenir ve hiicre G1 fazindan S fazina gegemez. Embriyonik
kok hiicrelerde de p53 geni sentezlenir ancak bu gen stoplazmada sentezlendigi
icin aktif olamamaktadir. Bu nedenle embriyonik kok hiicrelerde p53 kontrol

noktasi yoktur (Bock et al., 2001).
2.4.2 Yetiskin Doku Kaynakh Kok Hiicreler

2.4.2.1 Somatik dokulardan elde edilen kok hiicreler

Sperm ve yumurtanin dollenmesinden meydana gelen embriyonun
gelismesiyle canliya 0zgii doku ve organlar olusmaktadir. Yetiskin dokulardaki
baz1 6zel hiicreler sinirsiz lireme yeteneklerini kaybetmezler ve herhangi bir doku
zedelemesinde, yaralanmalarda GO fazina girerek dokuyu yenileyebilirler. Bu
organlara en iyi Ornekler karaciger, deri fibroblast tabakasi, epitel hiicreleri ve kas
doku hiicreleridir. Bu dokularin biiyiikk bir kismi yaralansa ya da herhangi bir

sebeple yok olsa dahi bu dokular kendi kendilerini hizlica yenileyebilmektedirler.
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Yetiskin dokulardaki farklilasmis hiicrelerin bolinme kapasitelerinin siirekli
olmadig1 ve farklilasan hiicrelerin viicutta tekrar farklilasabilme kapasitelerinin
olmadiklar1 bilinmektedir. Dolayisiyla doku rejenerasyonundan sorumlu hiicreler
hayvanin yagsami boyunca yetiskin dokularinda bulunan proliferatif, farklilagma

kapasitesindeki kok hiicrelerdir (Holtzer et al., 1972).

2.4.2.2 Kemik iliginden elde edilen kok hiicreler

Kemik iligi kok hiicreleri, canlinin dogumundan sonra kemik iliginden elde
edilen kondrosit, osteosit, miyelosit gibi hiicrelere farklilasabilme kapasitesinde
olan hiicrelerdir. Kemik iliginden elde edilen hiicre populasyonu igerisinde iki tip
kok hiicre bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi kemik iligi stromal kok hiicreleri
(KISKH); bir digeri ise hematopoietik kok hiicrelerdir. KISKH’leri, in vitro’ da
ylizeye tutunarak klonal yapida hizli tireyen, kiiltiire edildikleri ortama eklenen
kimyasallar ile ¢esitli hiicrelere farklilasabilen fibroblast benzeri hiicrelerdir.

Kemik iligi hematopoietik kok hiicreleri ile KISKH’leri in vitro ortamda
kiiltiire edildiklerinde KiISKH’ler yiizeye tutunabilme 6zellikleri ile hematopoietik
kok hiicrelerden ayrilirlar. (Bender, 1991) KiSKH’lerinin in vitro kiiltiirlerinde
tanimlanan yiizey antijenleri CD10, CD13,CD29, CD44, CD49a—f, CD63, CD90,
CD105, CD106, CD140b ve SB-102°dir. Kiiltiire edilms KISKH’lerinde endotel
hiicrelerinin antijeni CD31, endotel progenitdr hiicrelerinin antijeni CD105 ve
hematopoietik kok hiicrelerin ylizey antijenleri CD45, CD3, CDI14, CDl1lb,
CD19, CD38 ve CD66D ifade olmamaktadir (Li and Xie, 2005).

2.5 Kok Hiicrelerin Nisi

Kok hiicrelerin  bulunduklar1 doku igerisinde, hiicrelerin yasaminm
stirdiirebilmesini saglayan diger hiicrelere farklilasabilmesini destekleyecek bir
yasam alani vardir (Sekil 2.5). Bu yasam alani, dokudaki oksijen ve biiyliime
faktorlerinin hiicrelere ulagsmasini saglayarak hiicrelerin birbiri ile iletisimini
destekler. Hiicreler arasi maddenin olusturdugu bu ii¢ boyutlu ortama hiicre nisi
denilmektedir ( Smith et al., 1988).
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Hiicreler Arast

Maddede
cozinmus
ivonlar Hiicreler Arasi
\ Baglant1 Bolgesi
Kok Hiicre

Nis Hiicresi
Bazzl Mebran ile
Baglanti Bélgesi

Bazal Membran

Sekil 2.5: Kok hiicrelerinin in vivo ortamdaki nisinin semasi ( Ray, 2010).

Kok hiicreler bulunduklar1 ortamda farklilasmadan bdliinebilirken; diger
yandan da hedefteki dokuya farklilasabilme 6zellikleri tagimaktadir. Bu iki 6zellik
arasindaki dengeyi hiicreler aras1 maddeden gelen sinyaller saglar. Kok hiicrenin
kaderini,  hiicre-hiicre,  hiicre-matriks  etkilesiminden  gelen  sinyaller
belirlemektedir. Ozellikle kok hiicreler, degisik dokulara farklilasabilme
ozellikleri, hiicrelerin hareketleri ve gelisimleri agisindan kok hiicrelerin nisi ¢ok
onemli rol oynamaktadir (Vallier et al., 2005).

Kok hiicrelerin kendi kendilerini yenileyebilme oOzellikleri ekstraseliiler
matriksten gelen sinyallerle olmaktadir. Ornegin insan embriyonik kok
hiicrelerinin farklilagmadan iireyebilmesi i¢cin bazal fibroblast biliyiime faktori
(bFGF); fare embriyonik kok hiicrelerinin farklilasmamasi i¢in de 16semi inhibitor
faktor (LIF) kullanilmaktadir (Nagy et al., 1993).

Embriyonik kok hiicreler jelatin, matrijel kapli kiiltiir ortamina alinarak
hiicreler arasi matriks ortami saglanabilir. Bunlara ek olarak, fare embriyonik
fibroblast hiicreleri (STO) kullanilarak hiicreler i¢in uygun matriks olusturulabilir.
STO hiicreleri, salgiladiklar1 LIF ile kék hiicrelerin farklilasmadan iiremesini

saglamaktadir (Takahashi and Yamanaka, 2006).
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Kok hiicrelerin kendi kendilerini yenileyebilme Ozelliklerinin yani sira
farklilasabilme ozellikleri de hiicreler arast maddeden gelen sinyallere baglidir.
Kok hiicrelerin hiicreler arast madde ile arasindaki iliski embriyogenez, doku
farklilagmasi ve tiimorogez olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Hiicreler arasi
madde bilesenleri hiicre farklilagmasini biofizyolojik ve biyokimyasal olmak
iizere iki farkli yol ile saglar. Hiicreler arasi matriksin ii¢ boyutlu hidrofilik
yapisii fibréz protein yapist saglar. Bu proteinler kollajen, fibronektin, laminin,
elastin, vitronektin ve glikozaminoglikan adi verilen GAG’dir. GAG ekstraseliiler
matriksin viskoz yapisini saglarken; kikirdak dokuyu mekanik gerilime karsi
koruyan proteinler kollajen ve elastini igerir (Mete, 2009; Kaptanoglu and Attar,
2000). Bunlara ek olarak hiicreler arasi madde bir ¢ok hiicre adezyon
molekiillerini de bulundurur. Bu molekiiller hiicrelerin tutunmasini ve iiremesini
saglayan molekiillerdir. Hiicreler arast maddenin kok hiicrelerin farklilagmasinda
rolii vardir. Doku ve organ gelisiminde progenitor hiicrelerin dokuyu olusturacak
Ozel hiicrelere farklilasmasinda, hiicreler aras1 madde bilesenleri farklilagsma i¢in
direkt olarak gereklidir. Hiicrelerin hiicreler arasi madde ile olan iliskisi,
farklilagsma asamalarinda gesitli sinyal yolaklarmin kullanilmasini saglar (Engler

et al.; Datta et al., 2006).
2.6 Kikirdak Doku

Kikirdak dokusu, embriyonun mezoderm tabakasinda gelisen bir bag
dokudur. Kemik dokusu hari¢ diger bag dokulardan daha sert olmasina ragmen,
biikiilebilen esnek bir dokudur. Damari, siniri bulunmayan bu dokunun matriks
yapist ¢ok dnemlidir. Embriyolojik gelisiminde 6nce mezensim hiicreleri bir araya
gelerek mitozla boliiniip ¢ogalirlar. Olusan bu hiicre topluluguna kikirdaklagma
merkezi denir (Saris, 2002).

Kondroblastlar, kikirdak matriksinin sentezinden ve salgilanmasindan
sorumludurlar. Kikirdagin ileri gelismesi ise interstisyel ve apozisyonel olarak iki
sekilde devam eder. Interstisyel tipte kikirdagin icinden doku gelisirken; digerinde
cevre dokunun yine perikondriyumun kondrojenik aktivitesiyle dokunun
gelismesi s0z konusudur. Mitozla ¢ogalan kondrositler interstisyel biiylimeyi;
perikondriyumdaki hiicreler ise apozisyonel biiylimeyi gerceklestirirler (Sabatini

et al., 2004). Her iki tirdeki kikirdaklasma da gelisim ¢agina kadar devam eder.
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Ancak perikondriyumun kondrojenik 6zelligi sakli kalir ve herhangi bir kikirdak
hasar1 durumunda rejenerasyonu saglar. Kikirdaklasma olusurken dokunun ara
maddesinin miktar1 artar ve hiicreler tek veya gruplar halinde birbirlerinden
uzaklagirlar. Olgun kikirdak hiicresine kondrosit denir (Francis et al., 2000). Bu
hiicreler aktif yapida olmayip doku yenilenmesi sirasinda kondroblastlara
doniiserek aktif hiicre olurlar; yani sentez yapabilme Ozelliklerini kazanirlar.
Hiicrelerin etrafi sentez edilen ara madde ile c¢evrilmistir, lifler ise daha azdir.
Yapidaki kollajen, hyaluronik asit, glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler tiim
kikirdak tiplerinde bulunan makromolekiillerdir. Ayrica esnek Ozellikteki bir lif
tiri olan elastin de kikirdakta (elastik kikirdak) yer almaktadir (Martin et al.,
2010).

2.6.1 Kikirdak Dokunun Bashica Gorevleri

1.Yumusak dokular1 korumak ve desteklemek;

2.Eklem yiizeylerinde bulunmasindan dolayr kemik hareketlerini
kolaylastirmak;

3.Embriyonda kemiklerin ve iskelet sisteminin gelismesine; ayrica biiyiime
caginda ozelikle uzun kemiklerin biiylimesine yardimci olmak;

4.Solunum sisteminde trakea, brons gibi hava yollarinin yapisina girerek

kapanmalarina (kollaps) engel olmak.
2.6.2 Kikirdak dokunun Yapisi ve Fonksiyonu:

Yetiskinlerde kikirdak doku uzun kemiklerin yiizeylerinde, trake ve
bronslarda, burun, kulak, larinks, intervertebral disk’in yapisinda bulunmaktadir.
Kikirdak dokusu kikirdak doku hiicreleri, fiberleri ve amorf zemin maddesi
denilen jelimsi ve hi¢ hiicre i¢cermeyen yapisinda proteoglikan, su ve matriks
proteinleri igeren bir yapidan olugmaktadir. Kikirdak doku hiicresiz maddenin ¢ok
bulundugu, kan damari1 ve sinirlerin bulunmadigi bir dokudur (Vinatier et al.,
2009). Kikirdak dokunun en karakteristik Ozelligi fetal donemdeki iskelet
yapisinin kikirdaktan olusmasidir. Yetiskinlerdeki bir¢ok kemik fetal donemde
kikirdak yapidadir.

Taninmis ii¢ tip kikirdak doku bulunmaktadir:
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Hiyalin kikirdak, fibroz kikirdak, elastik kikirdak. Hiyalin kikirdak, insan

viicudunda baskin olarak bulunan mavimsi bir dokudur. Kemiklerin eklem
bolgelerinin yiizeyinde, kaburgalarin ventral kisimlarinda, trake ve larinksin
yiizeyinde bulunan dokudur. Hyalin kikirdak, ayn1 zamanda gelisme donemindeki
cocuklarda ve fotiiste kemiklerin epifiz uglarin1 sarmaktadir (Cameron et al.,
2009).

Elastik kikirdak, dis kulagin yapisinda, kulak kepgesi ve isitme yolunda

bunlara ek olarak kiigiik dilin yapisinda, Ostaki borusunda ve larinksin bir
kisminda bulunmaktadir. Asil gorevlerinden biri, viicudumuzdaki tiiplerin
liimenlerini sararak bu dokulara elastiklik katmasidir (Hollander et al., 2010).

Fibroz kikirdak omurgalarin yapisinda, kasik kemiginde, genis eklemlerin

yapisinda ve eklemlerin tendonlara baglandiklar1 noktalarda bulunmaktadir.
Gelismis bir kikirdak dokuda, dokuyu olusturan hiicreler dokunun sadece %2 ’sini
olusturmaktadir. Bu durumun tersi fotal dokuda goriilebilmektedir. Fotal kikirdak

dokuda hiicre yogunlugu fazla iken; yasa bagli olarak hiicreler azalmaktadir

(Meyer and Wiesmann, 2006).
2.6.3 Kikirdak Doku Hiicreleri Kondrositler

Kondrositler ekstraseliiler matriksi olusturan ve varligini bu maddenin
icinde siirdiiren 6zellesmis hiicrelerdir. Kikirdak dokuda kondrositlerin birbiriyle
olan ve ekstaseliiler matriks ile olan etkilesimi kikirdak doku hemeostazisi,
gelisimi, dokunun farklilasmasi ve canliligimi devam ettirebilmesi igin ¢ok
onemlidir (Loeser, 2000). Kondrosit hiicrelerinin yiizey reseptorlerinden integrin
ailesi, hiicre- hiicreler aras1t madde iligskisinde onemli bir rol almaktadir. Kondrosit
yiizeyinde ifade olan bu integrin ailesi reseptorleri fibronektin (alfaSbetal), tip 11
ve VI kollajen (alfalbetal, alfa2betal, alfalObetal), laminin (alfa6betal),
vibronektin ve osteopontindir (alfaSbeta3). Integrin, bagl hiicreler arast maddenin
gen ifadesini uyararak kondrosit fonksiyonunu diizenlerler (Guilak et al., 1999).

Eklem kikirdak dokusu elektromikroskopi ile incelendiginde; dokunun 3
farkli tabakadan olustugu goriilmektedir. Siiperfisiyal tabaka, hiicrelerin
karakteristik olarak birbirine paralel durdugu kikirdak dokunun yiizeyinde olan

dokudur. Orta tabakada, hiicreler yuvarlaktir ve en alt tabakada ise hiicreler
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stitunlar halinde diizlemselleserek yiizeye dik bir yapi olusturmaktadirlar (Sekil
2.6) (Loeser, 2000).

Sekil 2.6: Kikirdak dokunun 3 farkli tabakasindaki hiicreler (MBBS Medcine, 2012).

Kondrositler, oval sekilli boyutlar1 eklem kikirdaginda 10 pm hiyalin
kikirdakta ise 30 pum arasinda degisen hiicrelerdir. Hiicreler lakiin adi verilen
kuyucuklarin iglerine yerlesirler ve hiicreler arasindaki sinirlar ¢ok keskin bir
sekilde bellidir. Hiicrelerin mebran yiizeylerini artirmak i¢in mebraninda
girintileri ve ¢ikintilar1 bulunmaktadir. Monosiliyum denilen yapilar yetiskin
kikirdakta ¢ok nadir goriilmektedir (Hirsch et al., 1997). Genellikle fotal kikirdak
doku hiicrelerinde monosiller bulunmaktadir. Kondrosit ¢ekirdekleri yetiskin bir
dokuda diizensiz, loblu ve mitoz béliinme 6zelligini kaybetmistir. Hiicre
sitoplazmasinda en belirgin olarak goriilen organel, graniilli endoplazmik
retikulum ve Golgi cisimcigidir. Bu iki yapida proteoglikan, kollajen sentezinden
sorumlu organellerdir. Lizozomlar hiicre igi ve hiicre dist sindirimden sorumlu
organellerdir (Ofek et al., 2009). Kikirdak doku hiicrelerinde lizozom yapisi daha
¢ok hiicre dis1 sindirimden sorumludur. Ekstraseliiler matrikste lizozom enzimleri
ile sindirime ugramis besin, endositozla hiicre i¢ine alinir. Hiicre igi lizozomal
vakoulde sindirimi tamamlanir. Immatiir kondrositlerde mitokondri sayist olduk¢a
fazladir (Kato, 1988). Ancak gelismis kondrositlerde mitokondrilerin sayisi az ve
boyutlar1 kiigiiktiir. Dolayisiyla yetigkin kikirdak doku hiicrelerinin oksijenli
solunum yapma orant daha diisiiktiir. Glikojen ve lipit igermeleri kondrositlerin

ortak Ozellikleridir (Kato and lwamoto, 1990). Glikojen, epifizyal biiyiimede
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organik fosfat kaynaklarindan biri olabilir ya da matriks sentezlenirken ham
madde olarak  kullanilabilir.  Kondrositlerde = NAD/NADH  dengesinin
saglanabilmesi i¢in hiicre sitoplazmasinda bulunan lipitlerin sentezi reoksidasyon
icin 6nemli bir koenzim olabilir (Scott and Scuderi, 2011).

Yag globiilleri, eklem kikirdak dokusundaki hiicrelerde hiyalin
kikirdaktakinden daha kiigiiktiir. Son aragtirmalar gdstermektedir ki; kikirdak
dokusunun {ist kisminda bulunan hiicrelerde lipit fazlaligi nedeniyle meydana
gelen tikaniklik, hiicrelerin Oliimiine ve lipoartrit hastaligina neden olmaktadir

(Peterson et al., 2003).
2.6.4 Kikirdak Doku Dejenerasyonu ve Tedavisi

Kikirdak hasar1 bazen travmatik bir olay bazen de bir baska rahatsizlik
neticesinde gelisir. Kikirdak doku, organizmada rejenerasyon kabiliyeti en zayif
dokulardan biridir. Bunun nedeni; eklem kikirdaginda travmatik bir lezyon
olustugunda organizmanin olusan hasar1 fibroz kikirdak dokusu ile onarmasidir
(Buckwalter and Mankin, 1998). Eklem kikirdak defektlerinde hiyalin kikirdak
yerine fibroz kikirdak gelisimi bolgedeki defektin daha kroniklesmesine ve
ilerleyen donemlerde artrozisle sonuglanmasina neden olmaktadir. Yaklasik 2
yiizyilldan fazla siiredir eklem kikirdagi hasar1 hekimler icin biiylik sorun teskil
eder ve aym zamanda bir kez dejenere oldugunda tekrar tamir edilememektedir
(Brittberg et al., 1994).

Kikirdak dokusu, hem embriyonik hem de eriskin yasamda endokondral ve
perikondral ossifikasyonu saglayarak kemigin gelisimine yardimci olur. Ilag
tedavisinin yani sira hiicresel tedavinin son yillarda kullanilmasi ile kok hiicre ve
farklilagtirilan  hiicrelerin in  vitro kullanimlar1 da 6n plandadir. Doku
miihendisleri, in vitro doku kiiltiirii yontemlerini kullanarak yasa bagli kikirdak
dejenerasyonunda ve yaralanmalarinda, asil kikirdak dokunun normal
fonksiyonlarmi geri kazanabilmesini saglamayi amaglamislardir (Lee et al., 2004).
Hem embriyonik hem de mezensimal kok hiicrelerin kondrositlere farklilastirilma

potansiyelleri farkli ¢alismalarda gosterilmistir (Hegert et al., 2002).



22

3. MATERYAL ve METOT

Bu projede 6zetle;

1) Fare kemik iliginden kok hiicre izolasyonu ve iretimi
gerceklestirildi;

(2) Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji
Anabilim Dali’nda stokta bulunan fare embriyonik kok hiicrelerin iiretimi
gerceklestirildi;

3) Embriyonik ve kemik iligi kok hiicrelerinin iireme o6zellikleri
belirlendi;

()] Matrijel ve jelatin lizerinde kondrositlere farklilastirilmasi yapildi;

(5) Farklilasan kok hiicreler immiinohistokimyasal boyama ile
incelendi;

(6) Kondrosite farklilasgtirilan kemik iligi kok hiicrelerinin  ve

embriyonik kok hiicrelerinin fare bacak kasina transferi ile in vivo analizi;

@) In vivo ortamda daki kondrositler Masson trickrom ve
hematoksilen-eozin boyalar1 ile incelendi (Sekil 3.1).

Bu tez calismasinda kullanilan embriyonik kok hiicre hattinin kiiltiirii ve
stoklanmas1 ve karakterizasyonunun bir kismi, Celal Bayar Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Histoloji Embriyoloji Bdliimii’nde, diger c¢alismalar ise Ege
Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii, Hayvan Hiicre

Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi Grubu Laboratuari’nda gerceklestirilmistir.
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PROJE
PLANI
V'
Embriyonik kok hiicre hattinin Mezenkimal kok hiicrelerin kemik
kiiltiiri iliginden izolasyonu ve kiiltiirii
N &7

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda
cogaltilmasi, alt kiiltiirlenmesi ve
dondurularak muhafaza edilmesi.

'

Hiicrelerin matrijel ve jelatin kapl
yiizeylerde kondrositelere
farklilastirilmasi ve uygun yiizeyin
secilmesi.

|

Farklilasan hiicrelerin
immiinohistokimyal yontemler ile
karakterizasyonunun yapilmasi.

&
Kondrosite farklilastirilan kemik Kondrosite embriyonik kok
ilig1 kok hiicrelerinin fare bacak hiicrelerinin fare bacak kasina
kasina verilmesi. verilmesi.
' S o

Hiicre verilen fare kasinin
hematoksilen- eozin ve Masson
trichrom boyalart ile histolojik

kesitlerin incelenmesi

Sekil 3.1: Proje izlenilen ¢alisma yol izi.
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3.1 Fare Kemik iliginden Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu

Calismada kullamlan 2 adet ergin Balb/c fare, Ege Universitesi. Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlarr Uretim Merkezi’nden temin edildi. Ege Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan izin ile (Etik kurul No: 2010-
110) HELSINKI bildirgesine uyularak hayvanlardan &rnekler alindi.

1. Calisma laminar akigh kabin (HERA Safe, Heraeus, Almanya)
icerisinde gerceklestirildi. Caligmaya baslamadan 6nce kabinin sterilizasyonu UV

15101 ile yapild.

2. Fare diseksiyonunda kullanilacak olan diseksiyon malzemelerinin bir

giin oncesinden otoklavda (121°C de 45 dk.) sterilizasyonu yapildi.

3. Calisma sirasinda kullanilacak olan malzemelerin ylizey sterilizasyonu

icin iki adet 100 ml’ lik siseye %70’lik alkol ilave edildi.

4. 3 adet petri kabina dokularin fizyolojik ortamdaki 6zelliklerini korumasi

icin kullanilacak olan PBS (fosfat tampon soliisyonu) koyuldu.

5. Ketamin/ksilazin bilesimi ile bayiltilan fareler servikal dislokasyon ile
sakrifiye edildi. Dis yiizey sterilizasyonunun saglanmast i¢in fare, %70’lik alkol

igerisine batirildi.

6. Bu asamadan sonra ¢alismalara laminar akish kabin igerisinde devam

edildi.
7. Fare, bir pens ile kuyrugundan tutularak alkolden arindirildi.

8. Fare, sirt Uistli petri kabi igerisine yatirilarak arka bacaklari {ist deriden

ayrildi.

9. Farenin arka bacaklar1 viicuda baglandigi bolgeden kesilerek PBS
(Fosfat tampon soliisyonu) igeren Petri’ye aktarildi. Petri kabindaki PBS

soliisyonu birkac¢ kez degistirilerek bacaklar yikandi.

10. Her iki bacaktaki femur kemikleri ¢ikarildi. Tibiya kemikleri ¢ok ince

oldugu kok hiicre izolasyonunda kullanilmadi.
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11. Femur kemigini saran kas dokusu PBS iceren petri kabinda kemikten

olabildigince temizlendi.
12. Temizlenen kemikler PBS iceren baska bir kaba aktarildi.
13. Insiilin enjektorleri hiicre kiiltiir ortamu ile doldurularak hazirland.
14. Kemiklerin sadece tek epifiz ucu kesildi.

15. Tek epifiz ucu kesilen femur kemiginin i¢ kismina insiilin enjektori
sokularak kemigin i¢i enjektorle ¢ekildi. Enjektor igerigi 15 ml’lik falkon tiip
igerisine aktarilirken enjektor degistirilmeden ayni enjektor ile hiicre kiiltiir ortam
cekilip kemigin icerigi tekrar enjektor igerisine cekildi. Tiim kemik iliginin

alimmis oldugundan emin olununcaya kadar isleme devam edildi.
16. Tiim kemik ilikleri ayn1 tiipe toplandi.
17. 1000 rpm’de +4°C’ de 5' santrifiij (Eppendorf, 5810 R, Almanya) edildi.

18. Santifiij islemi sonrasi siipernatant dokiildii ve hiicreler 15 ml hiicre
kiiltiirii ortam1 ile siispanse edilerek tekrar 1000 rpm’de +4°C’de 5' santrifii]
edildi.

19. Santriflij islemi sonunda siipernatant dokiildii. Hiicreler o-MEM
(HyClone MEM Alpha Modification, Cat NO:SH30265.01), %15 FBS (f6tal sigir
serumu, Biochrome KG, Cat N0:S0115), %1 L-glutamin (Biochrome AG, Cat
No0:K0283, Berlin-Almanya), %1 gentamisin (HyClone, Cat. No:SV30080, Utah),
%0.1 P/S (Biochrome AG, Cat No: A2213, Berlin-Almanya) igeren hiicre kiiltiir

ortami igerisinde siispanse edildi.

20. 2 adet 25 cm? yiizeyli kiiltir kabma (Grenier Bio-One GmbH,

Frickenhausen) 2.5 ml olacak sekilde aktarildi. Ortam ile 5 ml’ye tamamlandi.
21. 37 °C’de %5 CO2* 1i %99 oraminda nem saglayan inkiibatore kaldirildi.

22. Hiicreler inkiibasyona (HERA Cell, Heraeus, Almanya) birakild:. ilk

hiicre kiiltiir ortam1 degisimi kiiltiivasyon baglangicindan 3 giin sonra yapildi.

23. Hiicrelerin iiremesine gore kiiltiir kabinin %75°1 kaplandiktan sonra

pasaj yapildi.
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3.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi/ Dondurulmasi

Hiicrelerin hiicre kiiltiiriine optimizasyonu denemelerinde pasajlama
ozellikleri belirlendi ve genel islemler asagida verilen bilgiler dogrultusunda

gerceklestirildi:

1. Kullamlmis ortam cekildi ve 4ml PBS/25 cm? yiizey alani oraninda
eklendi.

2. PBS tamamen g¢ekildi ve 600 pl tripsin-EDTA (1:60, EDTA-tripsin,
EDTA: Biochrome AG, L2113, tripsin 1/250, %0.25 (w/v) Biochrome AG, Cat
No:L2123, Berlin-Almanya) eklendi. Yiizeye yayilarak 37°C’de, %5 CO;’li
inkiibatorde 2-4' arasi1 bekletildi.

3. Tim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gézlendikten sonra 600 pl tripsin-
EDTA 6 ml ortam ile seyreltilerek santrifiij tiiplerine toplandi ve 800 rpm’de 5'

santrifiij edildi. Hiicreler 1:3 oraninda yeni doku kiiltiirii kaplarina aktarildi.

4. Dondurulacak hiicreler santrifligasyon sonrasi hiicre kiiltiir ortami ile
homojenize edilerek sayildiktan sonra 300.000 — 600.000 hiicre / ml dondurma
ortami (%90 FBS + %10 DMSO (dimetilsiilfoksit, CryoSure-DMSO, WAK-
Chemie Medical GMBH, 1.1-33-30215) olacak sekilde dondurma tiiplerine
aktarildu.

5. Gece boyunca -86 °C’de kopiik kap icerisinde bekletildikten sonra -196
°C’de azot tanklarina kaldirildi.

3.3. Fare Embriyonik Kok Hiicrelerinin Kiiltiirii

3.3.1. Jelatin Soliisyonunun Hazirlanmasi

1. %0,1 oraninda jelatin (Sigma, Cat No: G-9391, St. Louis, USA) )
tartildi.

2. Distile suda ¢ozdiirtiildii.
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3. Hazirlanan jelatin soliisyonu 121°C’de 20" otoklavlanarak sterilizasyonu
saglandu.

4. Sterilizasyonu yapilmis olan jelatin soliisyonu 24 go6zIi hiicre
pleytlerinin her bir goziine 500 pl olacak sekilde dokiildii.

5. 24 gbzlii pleytler 2 saat boyunca 37 °C’de CO siz inkbatérde
inkiibasyona birakildu.

6. 2 saat sonunda pleytler laminar kabine alindi. Uzerindeki fazla jelatin
cekildi.

7. Pleytlerin sterilizasyonun bozulmamasina dikkat edilerek daha sonra

kullanilmak iizere +4 °C’ ye kaldirildi.

3.3.2 STO Besleyici Tabakasimin Hazirlanmasi ve Kiiltiirii

1. Daha énce +4 °C’ye kaldirilmis olan jelatin kapl petriler ¢ikartildu.
Uzerlerine 1ml STO Kkiiltiir vasat1 4500 mg/L glukoz ve sodyum purivat igeren
Dulbecco' s modified Eagle' s medium (DMEM, Biochrom AG, Cat No: F0445,
Berlin-Almanya), %15 fotal sigir serumu (FBS, Biochrom AG, Cat No: S0113,
Berlin-Almanya), %1 L-glutamin (Biochrom AG, Cat No: K0283, Berlin-
Almanya), % 1 Penisilin/streptomisin (Biochrom AG, Cat No: A2213, Berlin,
Germany), konuldu.

2. Pleytlerin hepsi 37°C , %5 CO,’lik inkiibatdre konularak inkiibasyona
birakildi.

3. Ege Universitesi Hayvan Hiicre Kiiltiiri ve Doku Miihendisligi
Laboratuvari’nda sivi azot tankinda stok olarak bulunan STO (fare embriyonik
fibroblast hiicreleri) sivi azot tankindan alinip hiicreler dogrudan 37° C sicak su
banyosu icerisinde ¢ozildiiriildii.

4. Stok hiicre (Iml), Sml STO kiiltlir vasat1 ile, 15ml’lik santrifiij tiipline
alind1.

5. 1000 rpm’de +4°C’ de 5' santrifiij (Eppendorf, 5810 R) edildi.

6. Santrifiij edilen 15ml’lik tiiplerin siipernatant kism1 atildi. Ornek 6ml
STO vasati ile siispanse edildi.

7. Inkiibatérde bulunan jelatin kapl 6 gozlii pleytlerin her bir goziine 1ml
olacak sekilde hiicreler dagitildi.
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8. Her iki giinde bir kiiltiir vasati degistirilerek hiicreler kiiltiir kabi
yiizeyini kaplayincaya kadar kiiltliriine devam edildi.

9. Yeterli hiicre sayisina ulasildiginda STO hiicrelerinin bir kismi, daha
sonra kullanilmak tizere donduruldu.

10. STO hiicrelerinin kalan kismu da 1:3 oraninda pasajlanarak kiiltiire
edildi.

11. Pasaj1 yapilan STO hiicreleri yiizeyi tamamen kapladiklarinda
mitomisin-C (MIT-C, Applichem, Cat No: A21900002, Darmstadt-Almanya)
iceren vasat ile (100pg/ml) muamele edildi ve 2,5 saat inkiibasyona birakildi.

12. inkiibasyonsonunda MIT-C’li vasatin tamamu ¢ekildi. Hiicrelerin yiizeyi
PBS ile birka¢ kez yikandi ve bu hiicrelerin iizerinde embriyonik kok hiicrelerin
kiiltiirtine bagland.

13. Embriyonik kok hiicreler ile MIT-C ile muamele edilmis STO

hiicrelerinin kiiltiiriine es zamanl devam edildi.

3.3.3 Embriyonik Kok hiicrelerin Kiiltiirii

1. STO-MitC hiicreleri mikroskopta incelendi. MitC-STO hiicrelerinin
hiicre kiiltiir ortam1 gekildi. Uzerlerine 1ml Embriyonik kék hiicre kiiltiir ortanm
[4500 mg/L glukoz ve sodyum purivat igeren Dulbecco' s modified Eagle' s
medium (DMEM, Biochrom AG, Cat No: F0445, Berlin-Almanya) , % 15 fotal
sigir serumu (FBS, Biochrom AG, Cat No: S0113, Berlin-Almanya), % 1 L-
glutamin  (Biochrom AG, Cat No: K0283, Berlin-Almanya), % 1
Penisilin/streptomisin (Biochrom AG, Cat No: A2213, Berlin-Almanya), 0.1 mM
Non-essential amino asid (NEAA, Biochrom AG, Cat No: KO0293,Berlin-
Almanya), 10-6 M B-mercaptoethanol (Sigma, Cat No: M7522, St. Louis, USA)
ve 1000 U/ml 16kemia inhibitor faktor (LIF, Sigma, Cat No: L5158, St. Louis,
USA ) konuldu. Inkiibatére kaldirildi.

2. Celal Bayar Universitesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali Hiicre
Kiiltiir Laboratuvari’nda sivi azot tankinda stokta bulunan embriyonik kok
hiicrelerden (EKH) 2 ampiil alindu.

3. Her bir EKH viali bir gbze olacak sekilde 2 tane MitC-STO 1i goze
EKH aktarildi.
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4. Her iki glinde bir vasatlar1 degistirildi. Mikroskopta gézlemlendi.
5. Yeterli miktarda hiicre elde edildiginde daha sonra kondrojenik

farklilastirmada kullanilmak tizere dondurularak kaldirildi.

3.3.4 Embriyonik Kok Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. MIT-C-STO kapli 6 gozlii hiicre kiiltiir kablarinin her bir goziine EKH

kultir ortami konularak inkiibatore kaldirildi.

2. ES hiicrelerinin iizerine 500 pl tripsin ilave edildi. Inkiibatére kaldirilda.
5dk bekletildi.

3. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopta gdzlemlendi.

4. Hiicreler kalktigin1 mikroskopta gozlemledikten sonra her bir goze Sml

ES kiiltiir ortam1 olacak sekilde 15ml’lik santrifij tiipe hiicreler toplandi.
5. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dk. santifiij edildi.

6. Tiip iizerindeki siipernatant atildi. Hiicreler 6ml ES kiiltiir ortamm ile

stispanse edildi.

7. Daha sonra 6 gozlii pleytin her bir géziine 1ml olacak sekilde dagitim

yapldi.
8. Hiicrelerin her iki giinde bir vasat1 degistirilip mikroskopta gézlemlendi.

3.3.5 Damla Metodu ile Embriyoblast Olusturulmasi

1. Embriyonik kék hiicreler tripsin ile 37° C , %5 COy’li inkiibatorde 5°
boyunca inkiibe edildi.

2. Hiicrelerin 5’ sonunda yiizeyden kalktig1 mikroskopta gézlemlendi.

3. Kalkan hiicreler embriyonik kok hiicre ortami ile toplandi ve hiicre

sayimi yapildi.
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4. Her bir damlada 5x10° hiicre olacak sekilde 20l hiicre 25 cm? lik kiiltiir
kaplarinin kapaklarina kondu. Petri igerisine ise 2 ml steril PBS konuldu petri

kapag1 dikkatlice kapatilarak inkiibatore kaldirildi.

5. Petriler 48 saat hi¢ kipirdatilmadan 37° C , %5 CO’li inkiibatérde
inkiibe edildi.

6. Siire sonunda damlalar embriyonik kok hiicre kiiltiir vasati ile yikanarak

olusan embriyoblastlar steril pastor pipeti ile toplandi.

7. Es zamal1 hazirlanmis olan STO-MIT-C hiicre tabakasi iizerine her bir

gbzde en az 3 embriyoblast olacak sekilde 6 gozlii pleyte ekim yapildi.

8. Her bir goze 2 ml embriyonik kok hiicre farklilastirma kiiltiir ortami

eklenerek inkubatore kaldirildi.

3.4 Hiicrelerin PasajlanmasyDondurulmasi

Hiicrelerin hiicre kiiltiirline optimizasyonu denemelerinde pasajlama
ozellikleri belirlendi ve genel islemler asagida verilen bilgiler dogrultusunda

gerceklestirildi:

1. Kullanilmis ortam ¢ekildi. Kullanilan petrinin ylizeyini kaplayacak
kadar PBS soliisyonu eklendi.

2. PBS tamamen ¢ekildi ve 25 em?lik flask icin 600ul (1:60, EDTA-
tripsin, EDTA: BiochromeAG, Cat No: L2113, tripsin 1/250, %0.25 (w/v)
Biochrome AG, Cat No:L2123, Berlin-Almanya), 6 gozlii pleytler igin 100ul
tripsin eklendi. Yiizeye yayilarak 37 °C’de, %5 CO’li nkiibatérde 2-4' arasi
bekletildi.

3. Tim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gozlendikten sonra 600ul tripsin-
EDTA, 6ml ortam ile seyreltilerek, 100ul tripsin-EDTA 2ml ortam ile
seyreltilerek santrifiij tliplerine toplandi.

4. Hiicreler 800 rpm’de 5' santrifiij edildi. 1:3 oraninda yeni doku kiiltiirii
kaplarina aktarildi.

5. Dondurulacak hiicreler santrifligasyon sonrasi hiicre kiiltiir ortamu ile

homojenize edilerek sayildiktan (Neubaer, ISOLAB, Laborgerate, Wertheim-
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Almanya) sonra 300.000 — 600.000 hiicre / ml dondurma ortami (%90 FBS + %]1)
DMSO (Dimetilsiilfoksit (CryoSure-DMSO), WAK-CHEMIE MESDICAL
GMBH, Cat No: 1-33-30215, Steinbach-Almanya) olacak sekilde dondurma
tiiplerine aktarildi.

6. Gece boyunca -86 °C’de kopiik kap igerisinde bekletildikten sonra -196
%C’de azot tanklarma kaldirildu.

3.5 Kok Hiicrelerin Kondrosite Farkhilastirilmasi

3.5.1 Jelatinli ve Matrijelli Petrilerin Hazirlanmasi

3.5.1.1 Jelatinli hiicre Kkiiltiir kaplarinin hazirlanmasi

1. %0.1 olacak sekilde jelatin distile su ile karistirilip hazirlandi.

2. Jelatin solusyonii 121°C’de 20 dk. otoklavda siterilizasyonu yapildi.

3. Daha sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina her bir goéze 2 ml
olacak kadar dokiildii 37°C’lik inkiibatérde 3 saat inkiibasyona birakildu.

4. Inkiibasyon 37°C’lik 3 saat yapildu.

5. Siire sonunda jelatinler yiizeyden ¢ekildi. Sterilizayonun
bozulmamasi i¢in hiicre kiiltlir kablariin ¢evresi parafilm ile sarilarak daha

sonra kullanilmak iizere +4°C’ ye kaldirild1.

3.5.1.2 Matrijelli Hiicre Kiiltiir Kaplarinin Hazirlanmasi

1. Matrijelin protein yapisinin bozulmamasi i¢in buz dolu bir kabin
icerisine matrijel konulup bir gece boyunca +4°C’ de bekletilerek eritildi.

2. Bir giin 6ncesinden kullanilacak olan pipet uglari, pens ve 1 ml’lik tiipler
121°C’de 45 dakika otoklavlanarak sterilizasyonu yapildi. Sterillenmis pipet
uglari -20°C’ye konularak bir gece inkiibasyona birakildi.

3. Ertesi giin matrijel Iml’lik tiiplere 200 pl olacak sekilde
paylastirilarak daha sonra kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirldu.
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3.5.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrosite Farkhilastirilmasi

1. Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilastirmasinin yapilmasi
icin stoktan jelatinli hiicre kiiltiir kab1 alind1 ve iizerine 500 pl vasat konularak 1
saat 37° C , %5 CO-’li inkiibatorde inkiibe edildi.

2. Matrijel daha 6nce hazirlanmis olan stoktan bir ampiil alindi. Buzlu kap
icerisinde eritildi. Eriyen matrijel DMEM ile 1:6 oraninda seyreltildi.

3. Matrijel 24 gozIlii hiicre kiltiir kabinin her bir goéziine 500ul olacak
sekilde paylastirildi. 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

4. Siire 2 saat sonunda matrijel 24 gozIii hiicre kiiltiir kaplarindan ¢ekildi.
Uzerine 500 pl vasat konularak 1saat 37°C, %5 CO,’li inkiibatérde inkiibe edildi.

5. TGF-f1 10ng/ml(Transforming Growth Factor-f1 from porcine
platelets, Sigma, Cat No: T5050, Taufkirchen-Almanya), askorbikasit 2 fosfat
50ug/ml (L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt hydrate, Santacruz,
Cat No: SC-228390, Heidelberg-Almanya ), 10 ng/ml BMP-2 (Bone
morphogenetic protein-2, Invitrogen, Cat No: PHC7145, ) dexametazon 100nM,
vasatin %10’u kadar ITS ( ITS + premix, insulin trasfferin selenium, BDtm
Bioscience, Cat N0:354352, Franklin-USA ), 1mM sodyum priivat (Gibco, Cat
No: 11360039, Darmstadt-Almanya), 20 ml DMEM high glukoz, %0,01
gentamisin ile kondrojenik ortam hazirlandi.

6. Tripsinizasyon ile kalkan fare kemik iligi hiicreleri konsantrasyonu
2X10"/ml olacak sekilde siispanse edidi.

7. Hicre siispansiyonu 12,5 pl’lik damla halinde dikkatlice 24 gozli
pleytin her bir géziine damlatildu.

8. Hiicre yiizeye tutunmasi icin 3 saat 37° C , %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonunda hazirlanmis olan kondrojenik ortam her bir goze
500ul olacak sekilde ilave edidi.

10. Damlaciklar 24 saat sonunda kiiresel bir yap1 aldig1 gozlendi.

11. Her iki giinde bir vasat degisimi yapildi.
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3.5.3. Alcian Mavisi ile Boyama

1. Farklilastirma ortamimin 21. giinde hiicreler tizerindeki kondorjenik
ortam ¢ekildi.

2. Ca™ Mg™ icermeyen PBS ile 2 kez yikandi. Béylece hiicre ortami
tamamen uzaklastirildi.

3. Hiicrelerin iizerine 500 pl olacak sekilde %4 ‘lik paraformaldehit
eklendi. Hiicreler 30, fiksasyon yapildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda paraformaldehitin tamamen uzaklasmasi i¢in
3 kez Ca*?, Mg*? igermeyen PBS ile yikandi.

5. Kuyucuklara %1 Alsian mavisi soliisyonu eklendi ve 30 dakika
karanlikta inkiibe edildi. % 1 Alsian mavisi soliisyonu 0.1N HCI ile hazirlanip
hazirlanan ¢ozelti karanlikta saklandi

6. Petriler 0.1N HCl ile 3 kez yikama yapildi.

7. Notralizasyon i¢in distile su ilave edildi.

8. Kuyucuklar kurumasini engellemek i¢in az miktarda distile su eklenip

ve gozlem yapildi.
3.5.4 Embriyonik Kok Hiicrelerin Kondrosite Farkhlastirilmasi

1. Embriyonik kok hiicrelerin kondrojenik farklilastirmasinin yapilmasi
i¢in stoktan jelatinli hiicre kiiltiir kab1 alind1 ve tizerine 500 pl vasat konularak 1
saat 37°C , %5 CO>’li inkiibatorde inkiibe edildi.

2. Matrijel daha 6nce hazirlanmig olan stoktan bir ampiil alind1. Buzlu kap
icerisinde eritildi. Eriyen matrijel DMEM ile 1:6 oraninda seyreltildi.

3. Matrijel 24 gozli hiicre kiiltiir kabinin her bir gdziine 500ul olacak
sekilde paylastirildi. 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

4. Siire sonunda matrijel 24 gozlii hiicre kiiltiir kaplarindan ¢ekildi.
Uzerine 500 ul vasat konularak 1saat 37°C , %5 CO>’li inkiibatorde inkiibe edildi.

5. Tripsinizasyon ile kalkan embriyonik kok hiicreler yogunlugu 2X10°/ml
olacak sekilde siispanse edidi.

6. Hiicre siispansiyonu 12,5ul’lik damla halinde dikkatlice 24 gozli

pleytin her bir goziine damlatildi.
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7. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi igin 3 saat 37°C , %5 CO>’li inkubatorde
inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonunda hazirlanmis olan kondrojenik ortam her bir goze
500ul olacak sekilde ilave edidi.

9. Damlaciklar 24 saat sonunda kiiresel bir yap1 aldu.

10. Her iki giinde bir vasat degisimi yapildi.

3.5.5 Farklilasan Kok Hiicrelerin Immiinosistokimyasi

1. Hiicre kiiltiir plakalar1 2 kez PBS soliisyonu ile 5’er dakika yikandi ve
hiicre yiizeyindeki hiicre kiiltiir ortami1 uzaklastirildi.

2. Hicreler 30 dakika %#4 liikk paraformaldehit soliisyonu ile fikse edildi.

3. Petriler 3 kez 5’ er dakika PBS soliisyonu ile yikandi.

4. Daha sonra % 3’ lik hidrojen peroksit (H202, Merck, Cat No:
K31355100, Darmstadt, Germany) 10 dakika muamele edildi. PBS soliisyonu ile
3 kez 5’ er dakika yikandi.

5. Permeabilizasyon igin hiicreler %0.1 lik Triton-X 100 (Applichem, Cat
No: A4975,0100, Darmstadt, Germany) ile 15 dakika muamele edildi.

6. Ornekler 3 kez 5’ er dakika PBS soliisyonu ile yikandh.

7. PBS soliisyonu hiicre yiizeyinden tamamen ¢ekildikten sonra hiicreler 1
saat bloklama soliisyonu (DBS, Cat No: K023, California, USA) ile inkiibe edildi.

8. Bloklama soliisyonu direkt alindiktan sonra primer antikorlar, Anti-
aggregan (Sigma-Aldrich, Cat No:T5050, USA), anti-Kollajen Tip 2 (Rabbit Anti-
Collagen Il Polyclonal Antibody, Santacruze, Cat No0:250484, USA) Sox 9
(Santacruze, Cat No: 830474, USA) kondu ve hiicre kiiltiir kaplar1 parafilm ile
sarilarak nemli bir ortamda +4 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi.

9. Ertesi giin hiicreler 3 kez 5” er dakika PBS soliisyonu ile yikandi.

10. PBS  hiicre yiizeyinden tamamen c¢ekilerek anti rabbit/Mouse
biotinlenmis ikincil antikor (DBS, Cat No: KP500, California, USA) ilave edildi
ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

11. Ornekler 3 kez 5’ er dakika PBS soliisyonu ile yikandi.

12. Streptovidin-peroksidaz (DBS, Cat No: KP500, California, USA ) ile
hiicreler 30 dakika inkiibe edildi.

13. Ornekler 3 kez 5’ er dakika PBS soliisyonu ile yikandi.
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14. Iimmunoreaktivitenin goriiniirliigii icin DAB (  3,3'-diaminobenzidine,
DBS, Cat No0:KO007, California, USA) ile 5 dk inkiibe edildi. Hiicreler
boyandiklarinda 1 kez PBS ile yikandiktan sonra 3 kez bol miktarda distle su ile
hiicre yiizeyi iyice temizlendi.

15. Artalan boyamasi i¢in Mayer’s hematoksilen soliisyonu (J.T.Barker, Cat
N0:02274390059, Deventer-Holland) ile 4 dakika boyama yapildi.

16. Ornekler distile su ile 3 kez yikama yapildiktan sonra,
immunohistokimya i¢in kapatma vasati ilave edilerek lam ile kapatildi ve 151k
mikroskobunda (Olympus BX40) incelenerek fotograflari gekildi.

17. Orneklerdeki immunoreaktivite yogunlugu iki farkli zamanda iki
gozlemci tarafindan incelenerek, boyanma yok (negatif), zayif (+), orta (++) ve

kuvvetli (+++) pozitif olarak degerlendirildi.

3.6 Farkhlasan Kok Hiicrelerin In vivo Analizi icin Fare Bacak

Kasma Enjeksiyonu

1. Embriyonik ve mezensimal kok hiicrelerinin farklilastirma kiiltiirtin 1.
ve 3. haftalarinda 8 farkl grup olusturuldu. Grup 1,2,3 ve 4 farklilsama gruplari
iken, Grup 5,6,7 ve 8 kontrol gruplar1 olarak belirlendi.

2. Grup 1: Embriyonik kok hiicre: Kondrojenik vasat ile 1 hafta kiiltiir

3. Grup 2: Mezenkimal kok hiicre: Kondrojenik vasat ile 1 hafta kiiltiir

4. Grup 3: Embriyonik kok hiicre: Kondrojenik vasat ile 3 hafta kiiltiir

5. Grup 4: Mezenkimal kdk hiicre: Kondrojenik vasat ile 3 hafta kiiltiir

6. Grup 5: Embriyonik kok hiicre: Embriyonik kok hiicre vasati ile 1 hafta
kiltiir

7. Grup 6: Mezenkimal kok hiicre: Mezenkimal kok hiicre vasati ile 1
hafta kiiltiir

8. Grup 7: Embriyonik kok hiicre: Embriyonik kok hiicre vasati ile 3 hafta
kiltiir

9. Grup 8: Mezenkimal kok hiicre: Mezenkimal kok hiicre vasati ile 3
hafta kiiltiir

Hiicreler yukarida belirtilen haftalarda kiiltiire edildikten sonra, hiicrelerin

almacag giin hiicreler tripsinizasyon isleminden sonra topland: ve 10° hiicre/ml
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olacak sekilde hazirlandi. Her deney haftasinda 6 adet (1. Hafta 6 adet, 2. Hafta 6
adet olmak iizere toplam 16 adet) Balb C fare kullanildi. Her bir denege
embriyonik ve mezensimal kok hiicre kontrol grubu hiicreleri ile kondrosite
farklilagsma gruplarinindaki hiicreler her bir ekstremiteye ayr1 ayr1 olmak tizere kas
icerisine intramuskuler olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan yapildiktan sonra 4
hafta beklendi ve denekler sakrifiye edilerek bacak kaslari histolojik analiz i¢in

%10 luk formalin igerisine alind1.

3.6.1 Izolasyonu Yapilan Dokularin Hematoksilen-Eozin ve

Masson Trikrom Boyamasi

1. lzole edilen dokular %10’luk formalin soliisyonu icerisinde 24-48 saat
tespit edildi.
2. Ornekler bohgalanarak bir gece cesme suyu altinda birakilarak fiksatifin

tamamen uzaklasmasi saglandi.

3.6.1.1 Dokularin parafin takibi

1. lzole edilen dokular %10’luk formalin soliisyonu igerisinde 24-48 saat
tespit edildi.

2. Ornekler bohgalanarak bir gece cesme suyu altinda birakilarak fiksatifin
tamamen uzaklasmasi saglandi.

3. Dokular sirastyla %60, 70, 80 ve 100’liik alkol serilerinde 30’ar dakika
bekletildi.

4. Alkolden ¢ikarilan dokular ksilen-alkol soliisyonunda 30 dakika
bekletildi.

5. Kisilen soliisyonunda 60' bekletildi.

6. Ksilen soliisyonunda 60' bekletildi.

7. Ksilen- parafin soliisyonunda 30' bekletildi.

8. Parafin soliisyonunda 60' bekletildi.

9. Parafin soliisyonunda 60" bekletildi.
10. Dokular bu takip serisini tamamladiktan sonra parafin bloklara

gomiilmek i¢in hazir hale geldi. Dokuyu parafine gdmme islemi yapilacagi zaman

metal blok +4°C’ ye alinarak sogutuldu.
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11. Metal blogun bir goziine yariya kadar parafin dokiildiikten sonra kesit

aliacak yliz asagida olacak sekilde gomiildii.

12. Parafin bloktan her bir lamda ii¢ kesit olacak sekilde rodajli lamlara

Sum’lik seri kesitler alind.

3.6.1.2 Kesitlerin hematoksilen-eozin boyanmasi

1. Lam iizerindeki dokular kuruduktan sonra 60°C’lik etiivde 24 saat
inkiibe edilerek doku igerisindeki parafin uzaklastirildi.

2. Kesitler 1. ksilen soliisyonu igerisinde 30' bekletildi,

3. Dabha sonra 2. ksilen soliisyonu igerisinde 30' tutuldu.

4. Kesitler %95, %80, %60’lik alkol soliisyonlarinda her birinde 2' ser dk
olmak tizere alkol serisinden gegcirildi.

5. Kesitler 5" boyunca dokular ¢esme suyunda yikandiktan sonra
Hematoksilen soliisyonu igerisinde 5' bekletildi.

6. Kesitler 5' boyunca dokular ¢esme suyunda yikandiktan sonra %50 asit-
%0350 alkol soliisyonu igerisine batirip ¢ikartildi.

7. Daha sonra 5' boyunca dokular ¢esme suyunda yikandi

8. Kesitler 3' eozin soliisyonu i¢inde tutulduktan sonra 5 ' cesme suyu ile
yikandu.

9. Kesitler %80, %90 ve %100 alkol serilerinden gegirildikten sonra 2
degisim ksilende 30 ar dk tutulduktan sonra entellan ile kapatildi

3.6.1.3 Kesitlerin Masson trikrom boyanmasi

1. Kesitler 60°C’lik etiivde 24 saat inkiibe edilerek doku igerisindeki

parafin uzaklastirildi.

2. Kesitler 1. ksilen soliisyonunda 30, 2. ksilen soliisyonunda 30'

bekletilerek kesitlerde kalan parafinin temizlenmesi saglandi.

3. Daha sonra kesitler %95 %80, %60°lik alkol soliisyonlarinda her birinde

2' ser dk olmak tizere alkol serisinden gegirildi.

4. Kesitler cesme suyu ile gesme suyu 5' boyunca yikandi.
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5. Kesitler immunohistokimya kalemi (PAP pen, CCD, Cat No: SHP124,
USA ) ile isaretlendi.

6. Bouin’s soliisyonu (Sigma, Cat No:HT10-1, Almanya) ile 15', 60°C
etiivde inkiibe edildi.

7. Kesitler iizerinden Bouin soliisyonunun sari1 rengi gidinceye kadar

¢esme suyu altinda yikandi.

8. Daha sonra demirli hematoksilen (Weigert hematoksilen, Sigma, Cat
No: HT10-7, Almanya) ile 20' inkiibe edildi.

9. Kaesitler asit-alkol soliisyonuna batirilip ¢ikartildi.

10. Fucshin asit (Sigma, Cat No: HT15-1, Almanya) soliisyonu ile 10'
inkiibe edildi ve ¢esme suyu altinda 5' yikandi.

11. Daha sonra %]1’lik fosfotungustik asit (Sigma, Cat No: HT15-1,
Almanya) ile 10'-15' inkiibe edildi.

12. Kesitler yikma yapilmadan metilen mavisi ile 10'-15' inkiibe edildi ve

cesme suyu altinda 2 kez 5' yikandi.
13. Daha sonra kesitler %85, %90, %100 alkol serilerinden gegirildi.

14. Kesitler 2 degisim her biri 30’sar dk olmak iizere ksilende tutuldu ve
entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda (Olympus BX-40, Tokyo, Japonya)

incelendi.
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4 BULGULAR

4.1.Fare Kemik Iliginden Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu ve

Kiiltiiru

Fare kemik iligi kok hiicrelerinin izolasyonu sonucunda hiicrelerin kiiltiir
ortamina alindiginda eritrositler, hematopoetik seriye ait hiicreler ile mezenkimal

kok hiicrelere ait hiicrelerin oldugu goézlemlendi (Resim 4.1 a,b).

Sekil 4.1: Fare kemik iligi kok hiicrelerinin faz kontrast goriiniimii, a,b) Hematopoetik
seriye ait hiicreler (kirmuzi ok), kemik iligi kok hiicreleri (sar1 ok) 4X, 2. giin;
¢) Kemik iligi kok hiicreleri (sar1 ok), hematopoetik hiicreler (kirmizi ok), 40X,
1.hafta d) Kemik iligi kdk hiicreleri (sar1 ok), hematopoetik hiicreler (kirmizi
0k) 10X 1.hafta; e) Kemik iligi kok hiicreleri, (sar1 ok), 10X, P1; f) Kemik iligi
kok hiicreleri, (sar1 ok), 20X, P1, (Olympus IX71).
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Kiltire devam edildiginde kiltiiriin 1. giliniinde bazi hiicrelerin kiiltlir
kabina tutunmaya basladigi gozlemlendi (Resim 4.1c,d). Kemik iligi kok hiicreleri
primer Kkiiltiiriiniin eldesinin 2. giliniinden itibaren yiizeye tutunarak morfolojik
goriinlimiiniin  farkliligi ile diger kemik iligi hiicrelerinden kolayca ayirt
edilebilmektedir. Kiiltiiriin ilerleyen giinlerindeki mezenkimal kok hiicreler ile
kiiltliriin 2. giiniindeki mezenkimal kok hiicreleri karsilagtirdigimizda kiiltiiriin ilk
giinlerindeki mezenkimal kok hiicrelerinin stoplazmalarinin daha dar ve
uzantilarinin daha ince oldugunu goézlemlendi. Kiiltiirde kontaminasyon ya da
hiicreyi strese sokacak herhangi bir durum yoksa mezenkimal kok hiicreler kiiltiir
kabinin yilizeyini 7-8 gilin arasinda kaplamakta ve hiicre morfolojisi genis

stoplazmali, y1ldiz seklinde gézlemlenmektedir (Sekil 4.1 e,f).

4.2, STO Besleyici Tabakasmmn Kiiltiirii ve Morfolojisinin

Incelenmesi

Stok STO hiicreleri yukarida materyal metod kisminda tarif edildigi gibi
cozdiiriildiikten sonra kiiltiiriin 1. Giinlinde hiicrelerin kiiltiir kabina tutunmaya
basladiklar1 gozlendi (Resim 4.2a,b). STO hiicreleri 6 giin boyunca her iki glinde
bir kiiltiir vasat1 degistirilerek hiicrelerinin yiizeyi tamamen kaplaymcaya kadar
kiltire devam edildi. STO hiicrelerinin fuziform sekilli olduklar1 ve merkezi
yerlesimli yuvarlak ¢ekirdekleri oldugu izlendi (Resim 4.2.c,d). Stok i¢in 2 pasaj
islemi yapilarak yiizeyi tamamen kaplayan STO hiicrelerinin 2/3’ii donduruldu 1/3
ise pasajlanarak kiiltiirline devam edildi. Pasaja devam edilen hiicreler yiizeyi
tamamen kapladiktan sonra MIT-C ile muamele edilerek embriyonik kok hiicre

kiiltiirti icin hazirland.

4.3. Embriyonik Kok Hiicrelerin Kiiltiirii ve Morfolojisinin

Incelenmesi

Embriyonik kok hiicrelerin farklilagsma potansiyelleri mezenkimal kok
hiicrelerden ¢ok daha fazladir. Bu sebeple kiiltiirlerinde besleyici tabaka olarak

16semi inhibitér faktor (LIF) salgilyan STO hiicreleri kullamilds.
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Sekil 4.2: STO hiicrelerinin faz kontrast gériiniimii, a, b) STO hiicrelerinin kiilttriiniin 1.
Giini, (Siyah ok) 40X c,d) STO hiicrelerinin 10.giinii yiizeyi hiicreler tamemen
kapladig goriildii 200X (Olympus IX71).

STO hiicrelerinin ortama salgiladiklar1 LiF ile EKH hiicrelerinin
farklilasma potansiyellerini kisitlamaktadirlar. MiT- C ile muamele edilen STO
hiicreleri kiiltiir ortaminda 7 glin boyunca yasabildigi gézlemlendi. EKH’ ler
materyal metotda anlatildig1 gibi STO ile yiizeyi kaplanmis hiicre kiiltlir kaplarina
¢ozdiriildi. Kiltiirtin 1. ve 2. giini EKH’ler STO hiicrelerinden farkli olarak
yuvarlak sekilli ve uzantisiz oldugu goézlemlendi (Sekil 4.3 a,b). Kiiltiiriin 1.
haftasinda embriyonik EKH’lerin daha yogun oldugu ayrica bu hicrelerin bir
arada koloni olusturacak sekilde tredikleri gozlendi (Sekil 4.3 c,d). Kiiltiiriin
ikinci haftasinda embriyonik kok hiicrelerin STO hiicrelerin iizerinde sinirlari
kolayca ayirt edilen sekilde koloniler olusturduklari, kolonide ki hiicrelerinde
sinirlarmin belirgin oldugu goézlemlendi (Sekil 4.3 e,f). EKH kiiltliriiniin 3.
haftasinda kok hiicre kolonileri biiyiidiigiive koloni smirlarinin daha belirgin
oldugu gozlendi (Sekil 4.3 g,h).
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Sekil 4.3: a,b) Mitomisin-C ile muamele edilmis STO hiicrelerinin {izerinde kiiltiire edilmis
EKH, kiltirin 1. giinii 40X;,c,d)kiltirin 1. haftas1 100X; e,f) Kiiltiriin 2.
haftas1 100X; g,h) Kiiltiiriin 3. haftast 100X. (Olympus 1X71)
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4.3.1 Fare Embriyonik Kok Hiicreleri ile Fare Kemik Iligi Kok

Hiicrelerinin Morfolojisinin Karsilastirilmasi

Sekil 4.4: Fare kemik iligi kok hicreleri ile embriyonik kok hiicrelerinin faz kontrast
goriniimii a) Fare kemik iligi kok hiicrelerinin kiiltiirde 2. giinii (Siyah oK)
10X; b) Fare embriyonik kok hiicrelerinin kiiltiirde 2.giinii (kirmizi ok), STO
hiicreleri (sar1 0k)10X; ¢) KIKH’lerin kiiltiirde 2.haftas1 (siyah ok) 10X; d)
EKH Kkiiltiirde 2. haftas1 (kirmizi ok), STO hiicreleri (sar1 ok) 10X e)KiKH
kiiltiirde 3.haftas1 olusan klonal yapilar (siyah ok) 10X; e) ES kiiltiirde 3.haftasi
olusan klonal yap1 (kimizi ok) 10X (Olympus 1X71).

Kok hiicrelerin kiiltiir ortaminda {ireme oOzelliklerini embriyonik ve
mezenkimal kok hiicrelerde karsilastirildiginda her iki hiicre kaynaginin da
kiimeler halinde iirediklerini gézlemlendi. Fare kemik iligi kok hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda 2. giiniinde flask yiizeyine tutundugu gézlemlenmektedir (Sekil 4.4, a).

Embriyonik kék hiicrelerinin farklilasma potansiyellerinin KISKH hiicrelerinde
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daha fazla olmasi nedeniyle besleyici tabaka denilen STO hiicreleri iizerinde
kiiltiir edilmektedir. STO hiicrelerinin salgiladiklar1 LIF embriyonik kok hiicreler
kiiltiir ortaminda kendi kendine farklilagsmasini engeller (Sekil 4.4, b). Kiiltiiriin
2. ve 3. haftasinda hem embriyonik (Sekil 4.4 d,f) hem de mezenkimal kok
hiicrelerin (Sekil 4.4 c,e) kiimeler halinde tiredikleri daha net goriinmektedir. Her
iki hiicre grubunda farklilagsma saglanmadan yapilan kiiltiirde hiicrelerin epiteloid
ozellikte olduklari, embriyonik hiicrelerin koloni olusturma 6zelligi gosterir iken,
mezengimal kok hiicrelerin konfluent olusturacak sekilde ¢ogalma gosterdigi

izlendi.

44 Damla Metodu ile Olusturulan Embriyoblastlarin

Morfolojisinin Incelenmesi

Embriyonik kok hiicrelerin farklilastirma yontemlerinden bir tanesi olan
damla metodunda hiicre sayimi yapilip 5X10° hiicre 20ul’lik damlalar halinde 60
cm®lik petrinin kapagima ekildi. 37°C CO2’li inkiibatérde 48 saat inkiibasyonun
sonucunda petri kapagindaki damlalarda (Sekil 4.5, 4.6) hiicrelerin kiimeler

seklinde bir arada toplanarak embriyoblast olusumunu sagladiklar1 gézlendi.

Sekil 4.5: Damla yontemi ile olusturulan kiiltiir ortami. X100.
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Bu yontem ile kapak steril sartlarda ters ¢evrildikten sonra damlalar tizerine
ilave edilen kiiltiir vasati icinde embriyoblastlar Pastor pipeti ile gekilerek jelatinli
6 gozlii kiiltiir kaplarina her bir gézde en az 3 embriyoblast olacak sekilde transfer
edildi. Sekil 4.6° da damla metodu ile embriyoblast olusumu sematik olarak

gosterilmistir.

e T D

‘.@ () @J ’ Steril PBS

Sekil 4.6: Embriyonik cisimcik olusumunun ¢izimsel agiklamasi (Tiirkoz Uluer, 2009).

Kiiltiir ortamin alinmadan 6nce embriyoblastlarin STO hiicrelerinden ayri
olarak olustuklar1 ve STO hiicreleri ile koloni olusturmadiklar1 gézlendi (Sekil
4.7a). Kiiltiir ortamina alinan embriyoblastlarin yuvarlak sekilli, dista endoderm
ve icte ektoderm olmak tiizere iki farkli hiicre grubunun oldugu goézlendi (Sekil

4.7h).

Sekil 4.7: 48 saat sonucunda damlalarda olugan embriyoblastlarin faz kontrast goriintiisii;
a,b) Embriyoblast (kirmuzi ok) ve STO hiicreleri (sar1 ok) 10X, (Olympus
IX71).

Embriyoblastlar gelatinli 6 gozlii kiiltiir kaplarinda kiiltiirlerinde yiizeye
tutunduklarinda  yapilarmin ~ bozulmadigi,  kiiltire devam  edildiginde
embriyoblatlarin perifende bulunan hiicrelerden 1sinsal tarzda hiicrelerin prolifere
oldugu gozlemlendi. Embriyonik gelisim sirasinda mezoderm ektoderm ile
endoderm arasinda farklilagir. Kiiltiire edilen embriyoblastlardan prolifere olan

hiicrelerin ektoderm, endoderm ve mezoderm olduklari diisiiniildii. (Sekil 4.8 ).
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Sekil 4.8: Jelatinli petride yiizeye tutunmus embriyoblastlardan hiicrelerin proliferasyonu
ve farklilgamas1 200X (Olympus IX71).

4.5 Kondrosite Farkhlastirlan Fare Kemik 1ligi Kok Hiicrelerinin

Mikrokiitle Kiiltiiriiniin incelenmesi

Mikrodamlalar jelatin kapl hiicre kultiir kaplarina ekildikten sonra
inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin ilk haftasinda mikrodamla halindeki KiKH’lerin
yizeye tutundugu (Sekil 4.9, c,d) ancak; ikinci haftadan itibaren hiicrelerin
yizeyden ayrildigi (Sekil 4.9, e,f), ve mikrokiitle yapisimin bozulmadigi

gozlemlendi.

Sekil 4.9 Fare kemik iligi kok hiicrelerinden elde edilen mikrokiitle kiiltiiriiniin faz kontrast
gorliiniimii; a) Mikrokiitle 2. giin 4X; b) Mikrokiitle 2. giin 10X; ¢) Mikrokiitle 1.
hafta 20X; d) Mikrokiitle 1. hafta 40X; e,f) Mikrokiitle 2. hafta 10X (Olympus
CKA40).
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4.5.1 Farkhlasan Kemik iligi Kok Hiicrelerin Alsiyan Mavisi ile

Boyanmasi

KIKH’lerin 21 giinii sonunda yiizeye tutunan hiicrelerde alsiyan mavisi ile
pozitif boyanma gozlemlendi. Ozellikle yuvarlak olan hiicrelerin boyanmis
olmasi, bazi hiicrelerin kondrosit olabileceklerini desteklemektedir. O nedenle
uygulanan  protokol ile kok  hiicrelerin  kondrosite  farklilagmasinda
kullanilabilecegi gosterildi. (Sekil 4.10)

Sekil 4.10:Farklilagan kondrosit hiicrelerinin Alcian mavisi boyamasi ardindan faz kontrast
goriiniimii (siyah ok) 10X (Olympus CK40).

Normal kosullar altinda 1 haftada yiizeyi %80-90 oraninda kaplamasi
beklenen mezenkimal kok hiicrelerin yapilan 4 tekrarli denemelerde jelatin (%0.1
sol.) ve matrijel kaplh yiizeylere tutunmadig1 ve dolayisiyla tiremedigi ve ilerleyen

donemlerde de dldiigi gozlemlendi.
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4.6 Farklilasan Kok Hiicrelerin Immiinositokimyasal Boyamasi

4.6.1 Farklilasan Kemik iligi Kok Hiicrelerinin immiinositokimyasal
Boyamasi

Fare kemik iligi kok hiicrelerinin immiinohistokimyasal boyamasi sonucu
bu hiicrelerin Sox 9 ve agregan immunoreaktivitelerinin kiiltiiriin birinci
haftasindan  itibaren  pozitif  oldugu  (Sekil 4.11 a,d), kollajen
immunoreaktivitesinin ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda ayni oldugu ve

boyanmanin olmadigi gozlemlendi (Sekil 4.11c,b ).
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Sekil4.11: Kondrojenik hiicre kiiltiir ortamu ile bir hafta inkiibe edilmis kemik iligi kok
hiicrelerinin immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9; b) kollajen 2; c)

immiinohistokimya kontrol boyama; d) agregan (20X) (Olympus CX31)
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Sekil 4.12: Kondrojenik hiicre kiiltiirii ortanu ile iki hafta inkiibe edilmig kemik iligi kok

hiicrelerinin immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9; b) Kollajen tip 2; c)

immiinohistokimya kontrolii; d) agregan (20X) (Olympus CX31).

Sekil 4.13: Kondrojenik hiicre kiiltiir ortamu ile ii¢ hafta inkiibe edilmis kemik iligi kok
hiicrelerinin immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9; b) kollajen 2; c)

immiinohistokimya kontrolii; d) agregan; (20X) (Olympus CX31).
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Kondrojenik kiiltiir vasati ile muamele eldilen hiicrelerin 3. haftadan
itibaren kiimeler olusturdugu bu yapiya katilamayan hiicrelerin ise oldiigi
gozlendi (Sekil 4.13 a,d). KISKH hiicrelerinde Sox 9 ve agregan
immunoreaktivitelerinde degisiklik gozlenmez iken, (Sekil 4.13 a,d), kollajen tip
Il immunoreaktivitesinin digerlerine oranla daha fazla oldugu izlendi (Sekil 4.13,
b). Kiiltiiriin 4. haftasinda ise hiicrelerin kollajen Il immunoreaktivitelerinin
kuvvetli pozitif oldugu belirlendi (Sekil 4.14, b).

Sekil 4.14: Kondrojenik hiicre kiiltiir ortamu ile 4 hafta inkiibe edilmis kemik iligi kok

hiicrelerinin immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9 antikoru ile boyanms
hiicreler; b) kollajen 2 antikoru ile boyanmus hiicreler; ¢) immiinohistokimya

kontrolii; d) agregan antikoru ile boyanmus hiicreler (20X) (Olympus CX31).
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4.6.2 Farkhlasan Embriyonik Kok Hiicrelerin Immiinositokimyasal

Boyamasi

Embriyonik kok hiicreler farklilagtirma i¢in hem jelatinli hem de matrijel
kapli hiicre kiiltrii kaplarina ekildi. Ancak matrijel {izerinde embriyonik kok
hiicreler jelatinde oldugu gibi {ic boyutlu bir yapt kazanmadilar. Bu nedenle
embriyonik kok hiicrelerin farklilastirma kiiltiirlerinde jelatin kapli petriler tercih
edildi. Embriyonik kok hiicrelerin kondorjenik farklilagtirma ortamina alinmasinin
ilk haftasinda Sox 9 ve agregan immunoreaktivitelerinin pozitif oldugu ancak
kollajen immunoreaktivitesinin daha az oldugu go6zlemlendi (Sekil 4.15 ).
Kiltirtin  ilk haftasindan itibaren Sox 9, agregan ve kollajen Il
immunoreaktivitelerininkontrol grubuna goére ii¢ boyutlu bir yapi kazandigi
saptand1 (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Bunun yaninda 3. haftada hemen hemen biitiin
hiicrelerin kollajen 1l immunoreaktivitelerinin pozitif oldugu belirlendi (Sekil
4.17).

Sekil4.15: Kondrojenik hiicre kiiltiir ortami ile bir hafta inkiibe edilmis fare embriyonik kok
hiicrelerinin immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9 antikoru ile boyanmis, {i¢ boyutlu
yapt olusturan hiicreler (sar1 ok); b) Kollajen tip 2 antikoru ile boyanmus, ii¢ boyutlu yap1
olusturan hiicreler (sar1 ok); c¢) immiinohistokimya kontrolii; d) agregan antikoru ile

boyanmus, ti¢ boyutlu yap1 olusturan hiicreler (sar1 ok) (20X) (Olympus CX31).
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Embriyonik kok hiicreler kondrojenik farklilasgtirma ortamina alindiginda
ilk haftadan itibaren ii¢ boyutlu bir yapt kazanmaya basladilar. Kondrojenik
kiltir ortaminda olan bu hiicreler (sekil 4.15, a,b,d) ile kontrol grubu
karsilastirildiginda farklilastirma ortaminda olanlar kiimeler halinde tireyerek ii¢
boyutlu bir yap1 kazanirken kontrol grubunun ise iki boyutlu yapiyr koruduklar
saptand1 (Sekil 4.15, c). Ayrica kollajen II immunoreaktivitesinin birinci haftaya

gore artis oldugusaptandi (sekil 4.16, b sar1 0k).

Sekil 4.16: Kondrojenik hiicre kiiltiir ortanu ile iki hafta inkiibe edilmig fare embriyonik
kok hiicrelerinin  immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9 antikoru ile
boyanmus, {i¢ boyutlu hiicreler (sar1 ok); b) Kollajen 2 antikoru ile boyanmus ti¢
boyutlu hiicreler (sar1 ok); ¢) immiinohistokimya kontrolii; d) agregan antikoru

ile boyanmus ii¢ boyutlu hiicreler (sar1 ok), (20X) (Olympus CX31).

Embriyonik kok hiicrelerin 3 haftalik kiiltiir sonrasinda Sox 9 ve agregan
immunoreaktivitelerinin ilk haftaya gore daha zayif oldugu saptandi (Sekil 4.17
a,d). Bu siirecte kollajen tip II immunoreaktivitesinin ¢ok yogun oldugu gdzlendi
(Sekil 4.17, d). Ug boyutlu yapilar birinci ve ikinci haftaya oranla daha belirgin

iken bu yapilara katilmayan hiicrelerin ise oldiikleri belirlendi.
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4

Sekil 4.17: Kondrojenik hiicre kiiltiir ortamu ile {i¢ hafta inkiibe edilmis fare embriyonik kok

hiicrelerinin immiinositokimsayal boyamasi. a) Sox 9 antikoru ile boyanmus, ii¢
boyutlu hiicreler (sart ok); b) Kollajen tip 2 antikoru ile boyanmus, ii¢ boyutlu
hiicreler (sar1 ok); c¢) immiinohistokimya kontrolii; d) agregan antikoru ile

boyanmus, li¢ boyutlu hiicreler (sar1 ok) (20X) (Olympus CX31).

4.7 In Vivo Ortamda Kondrositlerin Varhg:

-

Sekil 4.18: Hiicrelerin fare bacak kasina verildigi yerde olusan yap1 ok ile gosterilmistir.

Farelerde, farklilastirilan hiicrelerin femoral kasa eksiyonunu izleyen ilk 4

hafta i¢inde herhangi bir saglik sorunu gézlemlenmedi, farelerin hem 6n hem de
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arka ekstremitelerinde hareketlerini kisitlayacak bir sorun ortaya ¢ikmadi.

Embriyonik ve kemik iligi mezensimal kok hiicrelerinden farklilastirilan
hiicreler kikirdak bulunmayan bacak kasi i¢ine enjekte edilerek kikirdak
doku olusumunun in vivo olarak analizi yapilmistir. Hiicrelerin
transferinden sonra 1. Ve 2. Haftada alinan 6rneklerin morfolojik analizleri

icin hematoksilen-eozin ve Masson Trikrom boyamalar1 yapilmaistir.

4.7.1 izole Edilen Yapiin Hematoksilen-Eozin Boyanmasi

1 hafta kondrojenik ortam ile muamele edilen kok hiicrelerin verildigi
dokudan alinan seri kesitlerde kas dokusu arasinda lakunalar i¢inde yerlesik
olrak bulunan tek tek kondrosit hiicrelerin bulundugu, etrafinda matriks
dokusunun geliserek, kas dokusundan kolaylikla ayirt edilebiligi goriildii
(Sekil 4.19).

Sekil 4.19: Bir hafta kondrojenik vasat ile muamele edilmis kok hiicrelerin hematoksilen-
eozin boyamasi; a) Farklhlagtirilan kemik iligi kok hiicrelerinin  doku
icerisinde goriilen kondrojenik yapilar (kirmizi ok), (10X); b) Farklilastirilan
embriyonik kok hiicrlerin doku igerisinde goriilen kondrojenik yapilar
(kirmizi ok), (4X); c) Farklilagtirilan kemik iligi kok hiicrelerinin doku
icerisinde goriilen kondrojenik yapilar (kirmizi ok), (20X); d) Farklilastirilan
embriyonik kok hiicrelerin doku igerisinde goriilen kondrojenik yapilar
(kirmizi ok), (20X) (Olympus CX31).
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3 hafta kondorjenik ortam ile muamele edilmis kok hiicrelerin verildigi kas
dokusundan alinan seri kesitlerde de benzer yapilar gézlemlendi(Sekil 4.20).

Sekil 4.20: Ug hafta kondrojenik vasat ile muamele edilmis kok hiicrelerin verildigi kas
dokusundan almman seri kesitlerin hematoksilen-eozin boyamasi; a)
Farklilagtirilan kemik iligi kok hicrelerinin doku igerisinde goriilen
kondrojenik yapilar (kirmizi ok), (10X); b) Farklilastirilan embriyonik kok
hiicrelerin doku igerisinde goriilen kondrojenik yapilar (kirmizi ok), (10X); c)
Farklilagtirilan kemik iligi kok hiicrelerinin  doku igerisinde goriilen
kondrojenik yapilar (kirmizi ok), (20X); d) Farklilastirilan embriyonik kok
hiicrlerin doku igerisinde goriilen kondrojenik yapilar (kirmuzi ok), (20X)
(Olympus CX31).

7 giin sire ile kondrojenik vasat ile muamele edilmis kok hiicrelerin
verildigi kas dokusundan alinan seri kesitlerin hemotoksilen-eozin boyanmasi
sonrasinda, (Sekil 4.20 a,b) kikirdak doku yapilarin bulundugu gézlemlendi.

3 hafta kondorjenik ortam ile muamele edilmis kdk hiicrelerin verildigi kas
dokusundan alian seri kesitlerde de (Sekil 4.20) benzer yapilar gézlemlendi.
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4.7.2 Izole Edilen Doku Kesitlerinin Masson Trikrom Boyamasi
E- -

Sekil 4.21: Bir hafta kondrojenik vasat ile muamele edilmis kok hiicrelerin Masson trikrom
boyamasi; a) farklilagtirllan kemik iligi kok hiicrelerinin doku igerisinde
olusturdugu kondrojenik yapilar, (kirmizi ok) (10X); b) Farklilastirilan
embriyonik kok hiicrlerin doku igerisinde olusturdugu kondrojenik yapilar,
(kirmizi ok) (10X); c) Farklilagtirilan kemik iligi kok hiicrelerinin doku
igerisinde olusturdugu kondrojenik yapilar, (kirmizi ok) (20X); d)
Farklilastirllan embriyonik kok hiicrlerin  doku igerisinde olusturdugu
kondrojenik yapilar, (kirmizi ok) (20X) (Olympus CX31).

Hematoksilen- eozin boyamasi yapilan dokulardan seri kesitler alinarak
yapilan Masson- trikrom boyasi sonucunda ortamda kikirdaga 6zgii ¢evresi sari,
cekirdekleri kirmiz1 yapilarin varligi saptandi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Ayrica,
hiicrelerin tipki kondrositlerde oldugu gibi lakiin benzeri yapilar olusturdugu da
gozlemlendi (Sekil 4.22 a,b,c,d kirmiz1 ok).



Sekil 4.22: Ug hafta kondrojenik vasat ile muamele edilmis kok hiicrelerin Masson trikrom
boyamasi; a) Farklilagtirlan kemik iligi kok hiicrelerinin doku icinde
olusturdugu lakun benzeri yapilar (kirmuzi ok), (10X); b) Farklilastirilan
embriyonik kok hiicrelerin doku icinde olusturdugu lakun benzeri yapilar
(kirmuzi ok), (10X); ¢) Farklilagtirilan kemik iligi kok hiicrelerinin doku iginde
olugturdugu lakun benzeri yapilar (kirmuzi ok), (20X); d) Farklilastirilan
embriyonik kok hiicrelerin doku icinde olusturdugu lakun benzeri yapilar
(kirmuzi ok), (20X) (Olympus CX31).
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5. TARTISMA

5.1 Kikirdak Dokunun Onariminda Kok Hiicre Tedavisinin

Kullanilmasi

Embriyonik kok hiicrelerin kiiltiirlerinde, kok hiicrelerin pluripotent
Ozelliklerini korumasi i¢in fare embriyonik fibroblast hiicreleri kullanilmistir
(Takahashi et al., 2007). Fare embriyonik fibroblast hiicreleri salgiladiklar1 LiF ile
embriyonik kok hiicrelerin kiiltiirde farklilagsmadan {iremelerini saglar. Bu da
hiicrelerin pluripotent 6zelliklerini kaybetmeden kiiltiirde tiretilmesine yardimei
olur (Sato et al., 2004). Kemik iligi kok hiicreleri ise in vitro kiiltiir ortaminda kok
hiicre 6zelliklerini kaybetmeden uzun siire kiiltiirde kalabilirler. Kemik iligi kok
hiicrelerinin yiiksek pasaj sayisinda bile farklilasabileceklerini Duygu Uckan
Cetinkaya ve ekibinin yaptilar1 ¢alismada agiklamislardir. Calismalarinda pasaj
sayist 1 den pasaj sayist 15 e kadar olan kemik iligi kok hiicrelerinin kondrosit ve
osteoblastlara farklilasabileceklerini gostermiglerdir (Kili¢ et al., 2007).
Embriyonik kok hiicreler in vitro ortamda LIiF ya da STO hiicreleri ile kiiltiire
edilmediklerinde pluripotent Ozelliklerini kaybedip kendi kendilerine ii¢ farkli
germ tabakasina farklilasabilirler. Benjamin ve ekibinin yaptiklar1 calismada
embriyonik kok hiicrelerinin in vitro kiltir ortaminda 3 farkli tabakaya kendi
kendilerine farklilastiklarini; ancak fibroblast hiicreleri ile kiiltiire edildiklerinde
farklilasmay1 engelleyen oct4 salgilamaya devam ettiklerini gosterilmistir
(Reubinoff et al., 2000). Yapilan calismalar incelendiginde, embriyonik kok
hiicrelerin  kondrosit hiicrelerine farklilastirilma c¢alismalarinda mikrodamla
yontemi kullanildigi goriilmektedir (Kramer et al., 2000; Hegert et al., 2002). Bu
calismada, damla yontemi kullanilarak embriyonikblastlar olusturulmustur.
Olusturulan embriyoblastlar jelatin kapli petrilere alinarak yilizeye tutunmasi
saglanmistir. Embriyoblastlarin  gelisimi  sirasinda endoderm ve ektoderm
tabakalar1 farklilanmaktadir. Embriyoblastlarin uygun kiiltiir ortamlarina
almmalar1 ile mezoderm tabakasimida farklilastigi bilinektedir. Bu nednele
calismamizda uygulanan protokol ile embriyoblastlarin ileri farklilasmasinin
saglandigl, mezoderm kokenli olan kondrositlerin gelisimi ile uygulanan
protokoliin embriyobalstlardan kondrosite farklilsatirmanin  uygun oldugu

distinildi.
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Mezenkimal kok hiicrelerin kondrositlere farklilastirilmasinda iki yontem
kullanilmaktadir: Mikrokiitle ve pellet kiltir yontemi. Zhang (2010) ve
arkadaglarinin yaptiklart ¢alismada microkiitle ve pellet kiiltiir sistemlerini
karsilastirmiglardir; microkiitle kiiltiir yonteminde kondrojenik farklilasmanin
pellet kiiltrii sistemine gére daha iyi oldugunu gostermislerdir. Ayrica mikromass
kiiltiir sisteminde daha homojen bir yap1 elde edilmekte; kollajen tip 2 ifadesi
daha yiiksek olmaktadir. Pellet kiiltiir sisteminde ise kollajen tip | ifade olurken
fibroz kikirdak yapisinin gelismekte oldugunu gostermislerdir (Zhang et al.,
2010). Bu projede kemik iligi kok hiicrelerinin farklilastiriimasinda kullanilan
mikrokiitle kiiltiir yontemi hem mikro damla yontemine benzemesi nedeniyle hem
de homojen ti¢ boyutlu kondrosit hiicrelerinin in vitro kiiltiir sartlarinda tiretilmek
istenmesi nedeniyle tercih edilmistir.

Bu projede kemik iligi ve embiriyonik kok hiicrelerin jelatin ve matrijel
kaph iki farkli yiizeyde lireme oOzellikleri karsilastirilmistir. Kemik iligi kok
hiicreleri hem jelatin hem de matrijel kapli petrilerde liremezken; embriyonik kok
hiicrelerin her iki ylizeyde de iireyebildigi gozlemlenmistir. Embriyonik kok
hiicrelerin farklilastirma caligmalarinda kok hiicrelerin jelatin kapli petrideki
morfolojisi ile matrijel kapli petrideki morfolojisi karsilatirildiginda jelatin kaplt
petride ii¢c boyutlu bir yapr kazandigi goriildii. Bu nedenle embriyonik kok
hiicrelerin farklilagtirma ¢alismalarinda jelatin kapl petriler kullanilmistir. Kemik
iligi kok hiicreleri ise polistren ylizeyde farklilastirilmistir. Kondrojenik
farklilagsma ortaminda jelatin kapl petrilerdeki hiicrelerin matrijel kapl petrilere
gore ti¢ boyutlu ireme oOzellikleri jelatinin Kkollajen yapisindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Hani ve ark.,(2003) yaptiklar1 c¢alismada insan adipoz
dokusundan elde ettikleri kok hiicreleri aljinat, agoroz hidrojel ve jelatin kapl
hiicre iskeleleri kullanarak kondrosit farklilastirmasi yapmuislardir. Hiicreleri 28
giin kondrojenik hiicre kiiltiir ortam1 ile kiiltiire ettikten sonra jelatin kapl1 hiicre
iskelesindeki hiicrelerin hiicreler arasi matriks iiretiminin diger yiizeylere oranla
daha fazla oldugu gosterilmistir (Awada et al., 2004). Farklilastirma siirecinde
kullanilan dekzametazon, kok hiicrelerin kondrojenik farklilastirma icin onemli
bir faktoriidiir. Tanaka ve ark., (2004) yaptiklar1 ¢alismada, embriyonik kok
hiicrelerin kondrosite farklilasmasinda dekzametazonun kollajen tipl ifadesini
azaltirken; kiiltlirlin 7. gliniinde kollajen tip 2 nin mRNA sentezini artirdiini

gostermektedir (Tanaka et al., 2004). Mackay ve ark.,(1998) insan kemik iligi


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961203008834#AFFA
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kok hiicreleri ile yaptiklar1 calismada kondrojenik olmayan farklilastirmada 1
nM’lik konstantrasyondan 100 nM’lik konsantrasyonuna kadar denemeler
yaptlmis ve 100 nM’lik dekzametazon konsantrasyonun kondrojenik
farklilagtirma i¢in en uygun konsantrasyon oldugunu bulmustur (Mackay et al.,
1998). Yapilan c¢alismalar g6z Oniinde bulundurularak, bu projede 100nM’lik
konsantrasyonu kullanilmistir. Tanaka ve ark., (2004) calismasina benzer olarak
100 nM’lik bulunan kondrojenik hiicre kiiltiirii ortamiyla muamele edilmis
hiicreler, 1 hafta sonunda yapilan immiinositokimyasal analizle kollajen tip 2
antikoru ile boyanmis ve kollajen tip 2 ekspresyonu gozlemlenmistir. TGF b-1,
kondrojenik farklilagtirma ortaminda kullanilan diger oOnemli farklilastirma
faktorlerinden biridir. Mwale ve ark.’nin (2006) yaptig1 ¢alismada TGF b-1 igeren
kiiltiir ortaminda siirdiiriilen kiiltiirlerdeki hiicrelerde 16 giin sonunda kollajen
ifadesi goriilmemis; cok zayif agregan ifadesi goriilmiistiir. Diger taraftan TGF b-
1 ile beraber kullanildiginda hem kollajen tip2 hem de kollajen tip 10’un
ifadesinin arttigin1 gosterilmistir. TGF b-1’in ITS ile kullanilmasinin kondrojenik
farklilastirma igin uygun oldugunu ispatlanmistir (Mwale et al., 2006).

Mininal ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada; BMP ve TGF ailesinin
farklilastirma ortaminda beraber kullanilmasi hiicrelerin kondrojenik farklilagma
potansiyellerini arttirdig1 gosterilmisti. (Minina et al., 2001).

Kiltiir ortaminda kullanilan askorbik asit hiicrelerin vitamin D
reseptorlerini uyardigi i¢in hem kondrojenik hem de osteojenik farklilastirmada
onemli bir faktordiir. Askorbik asitin kondrojenik ortamda kullanilmasi matriks
protenlerinin sentezlenmesi ve hiicrelerin vitamin D reseptdrlerinin uyarilmasi
icin gereklidir (Farquharson et al., 1998). Chua ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmada, ITS’in hiyalin kikirdak gelisiminde hiicre iiremesini ve farklilagsmasini
olumlu yonde etkiledigi ispatlanmistir (Chual et al., 2005).

Farklillastirma c¢alismalarinda c¢esitli makalelerin ortak ¢alismalarindan
faydalanilarak bir degerlendirme yapilmis ve bir protokol ¢ikartilmistir. Cikartilan
protokol ile hiicreler hazirlanan kiiltiir ortamina alinmis ve her hafta
immiinositokimyasal analizleri yapilmistir. Kemik iligi ve embriyonik kok
hiicreler farklilastirmaya alindiklarinda Sox9, agregan, kollajen tip2 antikorlar ile
boyanmistir. Bunlarin yaninda bir de normal hiicre kiiltiir ortamiyla muamele

edilmis kontrol grubu olusturulmustur.
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Hiicrelerin 1. hafta boyamalarina bakildiginda; 1 haftalik kondrojenik kiiltiir
ortamiyla muamele edilen hiicrelerde Sox9, agregan boyamalar1 hem embriyonik
hem de mezenkimal kok hiicrelerde yogun bir sekilde goriilmiistir. Weimin
(1999) ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada Sox 9’un kikirdak dokusunun
olusumda ortaya ¢ikan ilk transkripsiyon faktorlerinden oldugunu ayrica kikirdak
farklilagmasinin olmadig: teratoma dokusundan izole edilen 6rneklerin Sox 9 a
kars1 antikorlar tarafindan boyanmadigini gostermislerdir (Weimin et al., 1999).
Takashi (2006) ve ekibinin yaptiklari ¢alismada agregan’a ait mRNA’nin RT-
PCR ile kiiltiiriin ilk haftasindan itibaren var oldugunu gostermistir (Takashi et.
Al., 2006). Ancak kollajen tip II’ ye kars1 olan antikor ile boyamalar embriyonik
kok hiicrelerin 7 giinliik kiiltiirlerinde goriilmekte iken mezenkimal kok hiicrelerin
21 ginliik kiiltiirinde goriilmeye baslamaktadir. Nehrer ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢calismada kollajen tip II’nin bir matriks proteini oldugu kiiltiirlerin 1.
haftasindan ya da 2. haftasindan itibaren hiicreler arasi maddede goriildiigiinii
ispatlamiglardir (Nehrer et. Al., 1997). Kollajen tip 2, kondrosit farklilasmasinda
onemli bir matriks proteinidir. Embriyonik kok hiicrelerin farklilagtirmanin birinci
haftasindan itibaren zayif da olsa kollajen boyanmasi kemik iligine oranla
farklilagma potansiyelinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Mezenkimal ve
embriyonik kok hiicreler Sox9 ve agregan boyamalarimin 1. haftadan itibaren
yiiksek olmasina ragmen; kollajen antikoruyla her iki hiicre hatti da 3. haftada
yiiksek oranda boyanmuistir.

Her iki hiicre hattinin da kondrojenik farklilagtirma ortamina
alindiklarindan itibaren 1., 2., 3. haftalardaki yogunluklar incelendiginde hiicre
yogunlugunun haftadan haftaya azaldigi gozlemlenmistir. Her iki hiicre hatt1 da
incelendiginde; kiltiirdeki hiicrelerin birbiriyle kiimeler halinde tiredigi goriiliir.
Bu kiimeye dahil olmayan hiicrelerin ise apoptozise giderek o6ldiigii diisiintilebilir.

Zaka ve ark.’mim yaptiklar1 calismada oksijensiz kalan kondrosit
hiicrelerinin apoptozise yoneldiklerini gdstermistir (Zaka et al., 2009). In vitro
kultlir sartlar1 kondrosit farklilagsmasinda yeterli oksijen saglamiyor olabilir. Bu
durum da kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde hiicreleri apoptoza yonlendiriyor olabilir.
Blanco ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada; kondrositlerin in vitro ortamda
TGF ve serum varliginda yiiksek oranda nitritoksit iirettiklerini ispatlanmisgtir.
Nitrit oksitin hiicreleri apoptoza gotiirdiigiinii TUNEL ve elektron mikroskop

incelemeleri gostermistir (Blanco et al., 1995). Cao ve arkadaslarimin yaptiklari
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bir diger calismada ise kondrosit hiicrelerinin kiiltiir ortaminda matriks
proteinlerinden mahrum olmast hiicrelerin toplanarak apoptoza gittigini
gosterilmistir. Bu durum bir matriks proteini olan hiyallironanin ortamda
bulunmasi halinde hiicrelerin apoptoza gitmesini dnledigini gostermistir (Cao et
al., 1999).

Kok hiicrelerden kondrositlere farklilastirma c¢aligmalarinda hiicrelerin
matriks proteinlerini daha iyi sentezleyebilmesi i¢in biyomateryal kullanilabilir.
Bu biyometaryal, nanoteknoloji ile iretilen hiicrelerin toplanarak {iremesini
engelleyecek ve hiicre kiiltiir ortamindaki oksijeni biitiin hiicrelere esit oranda
dagitacak bir biyomateryal olabilir. Boyle bir malzemenin kullanilmasi kondrosite
farklilasan kok hiicrelerin apoptoza ugramasini engeller ve yeterli sayida
farklilasmis hiicre elde edilebilir.

Bu calismada, hem kemik iligi kok hiicrelerinin hem de embriyonik kok
hiicrelerin 3. haftadan itibaren kollajen tip 2 salgiladiklarin1 immiinositokimyasal
yontemler ile ispatlanmistir. Bu hiicrelerin in vivo ortamdaki davramiglarinin
incelenmesi amaciyla hiicreler, hiicre kiiltiir ortamiyla fare bacak kasina enjekte
edilmistir. Kondrosite farklilagtirilan embriyonik ve mezensimal kok hiicreler
kendi i¢inde 2 gruba ayrilmistir: 1 hafta kondrojenik vasat ile duran kok hiicreler
ve 3 hafta kondrojenik vasatla inkube edilen kok hiicreler. 1. ve 3. hafta sonunda
fare bacak kasindan izole edilen kok hiicrelerin boyamas: yapildiginda her iki
grupta da kondrojenik yapilar bulunmustur; ancak bu hiicreleri immiinosupresif
farelere verilemedigi icin izole edilen kas dokusunda bol miktarda lenfosit
goriilmiistiir. Her iki hiicre hattinin da farklilastirilarak fare bacak kasina verilmesi
ve izole edilen dokularda teratoma olusmamasi bu hiicrelerin kas dokusundaki
hiicrelerden etkilenmeden kondrosit 6zelliklerini gosterdigini ispatlamaktadir. Bu
durum hem embriyonik hem de mezenkimal kok hiicrelerin iyi bir farklilastirma
calismasiyla rejeneratif tipta tedavi amagli kullanilabileceginin gostergesidir.

Bu calismada kondrosite farklilagtirilan embriyonik ve mezenkimal kok
hiicreler fare bacak kasina enjekte edildikten 4 hafta sonunda fare bacaginda lenf
nodlarina benzer yapilar olustugu gosterildi (Sekil 4.18- Sekil 4.19). Bu yapilarn
immiin sistemi baskilanmamis fare kullanilmasindan dolay1 olustugu diisiintildii.
Ancak Hentze (2009) ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada embriyonik kok
hiicreleri ii¢ farkli germ tabakasina (ektoderm, endoderm, mezoderm)

farklilagtirarak fare bacak kasina enjekte ettikten 12 hafta sonra bacak kaslarinda
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teratoma olusumunu gosterdi (Hentze et. Al., 2009). Yaptigimiz ¢alismada, kok
hiicrelerin  kondrosite farklilagtirildiktan sonra verilmesi, immiin sistemi
baskilanmamis fare kullanilmasi, deneklerin 4 hafta sonunda sarkifiye edilmesi
gibi nedenlerden teratoma olugsmamis olabilecegi diistiniildii.

Glniimiizde kikirdak hastaliklar1 tedavisi i¢in kok hiicrelerin  doku
mithendisligi uygulamalarinda kondrosite farklilastirilarak eklem hastaliklarinin
tedavisinde kullanimi son zamanlarda lizerinde en ¢ok calisilan konulardan biridir.
Artrit grubu hastaliklarin en sik goriilen bigimi olan osteroartrit, hiicrelerarasi
matriks yikimi ve kondrosit metabolizmasinda bozulma ile karakterize edilen,
primer bir eklem hastaligidir. Kikirdak kaybi, sinoviyal eklemlerde kemik kemige
temas eder ve bunun sonucunda da eklem hareketlerinde ve islevinde hizli bir
bozulmaya sebep olur (Senkdylii et al., 2002). Eklem kikirdagi kayiplarinda
dokunun kendi kendini onarma kapasitesi olduk¢a sinirlidir. Siirli onarim
gergeklesse de olusan doku, biyomekanik olarak orijinal eklem kikirdag ile ayni
ozellikleri tasimayan fibroz kikirdaktir. Giinlimiizde kikirdak doku hasarinin
tamiri mikro kirik yontemi osteokondral yama, periosteal graft, perikondral graft
otolog kondrosit implantasyonu ile gerceklesmektedir.

Tiirkiye’de Ars Arthro Biyoteknoloji Sirketi, hastadan alinan kikirdak
dokunun artroskopi yontemi ile biyopsisini yapmis ve kiiltiire etmistir. Hiyalin
kikirdagin rejenerasyon siirecini hizlandiran ve optimize eden patentli 3D
Kollajen Tip I matriks hiicre iskelesi kullanilmistir. Ttim hastalarda Kolajen Tip 11
ekspresyonu gozlenmistir. Hiicre sayimlarina gore 15-45 yas arasi hastalarda
giinliik hiicre katlanma oraninin 45-60 yas arasi hastalara oranla daha yiiksek

oldugu gozlenmistir.

5.2 Tamir edilen dokuda olusan problemler

Tamir edilen dokudaki kollajen fibrilleri, rejenere kikirdak doku g¢evresine
iyi bir sekilde oturmamaktadir. Yaranin yakinindaki kondrosit lakiinleri bosalir.
Rejenere kikirdak dokusu cevresine iyi bir sekilde yerlesememektedir. Tip 11
kollajen baslangigta olmasina ragmen 6-12. haftalarda %20-35 arasinda Tip |
kollajen goriilmektedir. Bu belirtiler, tedavinin 10. haftasinda gériilmeye baslar ve
24. haftada daha da ilerler. Kondrositler hiicre kiiltlir ortaminda diisiik yogunlukta

bulunmaktadirlar. 4. pasaj sonunda fenotiplerinde degisiklik olmaktadir. Kollajen
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tip II yerine tip I sentezlerler. Otolog kondrosit implantasyonunda, hiicreler
hastanin dizinden almir. Bu hiicrelerin kiiltirde c¢ogaltilmas1 telomeraz
kisalmasina neden olur. Otolog kondrosit implantasyonlarinda hastanin yasina
bagli olarak hastadan alman 6rnek, doku kayiplarina sebep olabilir. Bu sebepler
g6z Oniline alindiginda; kok hiicre tedavisinin kikirdak doku onariminda daha

avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Bu ¢alismada embriyonik ve mezenkimal kok hiicrelerin kondrosite
farklilastirilmast yapildi. Farklilastirma siireci boyunca ti¢ farkli yiizey (Polystren
yiizey, jelatin kapli polystren yilizey, matrjel kapli polystren yiizey) kullanildi. En
uygun yiizeyin embriyonik kok hiicreler i¢in jelatin kapli polystren yiizey,
KIKH’ler igin polystren yiizey oldugu gosterildi. Her iki hiicre kaynaginin bu
yiizeylerde karsilastirilarak farklilagtirilmasi ile Tiirkiye’de yapilan yeni bir
caligmadir.

2. Kondrojenik  farklilastirma siirecinde her 1ki kok hiicre
kaynagiminda kiimeler olusturdugu ve {i¢ boyutlu bir yap1 olusturarak
kondrositlere farklilastigi, bu yapiya katilmayan hiicrelerin ise 6ldiigii gosterildi.
Farklilagsma stiresince kok hiicrelerin olusturdugu ii¢ boyutlu yapilar1 desteklemek
ve daha 1yi kiiltiir sartlar1 saglayabilmek i¢in nanoteknolojik yontemlerle tiretilmis
jelatin kapli ya da kollajen kapli hiicre iskelelerin kullanilmasi gerektigi sonucu
cikartildi.

3. Yapilan deneylerde kullanilan hiicre kiiltiir ortami malzemelerinin
(BMP-2, TGF-B1, Deksamethazone, Askorbik asit, Sodyumpruyvat) kondrojenik
farklilagma i¢in uygun bliylime faktorleri oldugu gosterildi.

4, Kondrojenik kiiltiir ortamina alinan hiicreler 7., 14., 21. ve 28.
giinlerde Sox 9, agregan ve kollajen tip II antikorlar1 ile boyanarak farklilagsma
siireci immiinositokimyasal analiz ile 4 hafta takip edildi. Bu analizler sonucunda
Sox 9 ve agregan’a kars1 antikorlar ile ilk haftada boyanan hiicreler kollajen tip
II’ye karsi antikor ile EK’ler 14 giinde KIKH’leri ise 28 giinde boyanmuslardir.
Bu sonuglar embriyonik kok hiicrelerin mezenkimal kok hiicrelere gore daha hizli
farklilasabildigini ispatlandi.

5. Fare bacak kasina enjekte edilen kondrositler farkli dokuya ait
hiicrelerden etkilenmeden kondrojenik yapisini korudugu soncu ¢ikartildi.

6. Glniimiizde kikirdak doku onariminda kullanilan ydntemler (
mikro kirik yontemi, otolog kondrosit implantasyonu, yama yoOntemi) hastanin
kikirdak dokusunun yerini almamaktadir. Bu yontemle tamir edilen dokularda
kollajen tip Il yerine kollajen tip | proteini sentezlendiginden bu yontemler

kikirdak doku dejenerasyonu tedavisine yetersiz kalmaktadir. Bu projede
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farklilastirilan kok hiicrelerin kollajen tip II sentezlendiginin gdsterilmesiyle
kikirdak doku hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi ispatlandi.

7. Embriyonik kok hiicrelerin kemik iligi kok hiicrelerine oranla daha
erken kollajen tip II sentezlemesi ve 3 haftada farklilagmis olmasi, klinik
operasyonlar igin daha uygun oldugu sonucu gikartilabilir. Ancak KIKH’lerin
eldesinin kolaylig1 ve insan kikirdak hastaliklarinin tedavisinde embriyonik kok
hiicre eldesinde karsilasilan etik sorunlar KiKH’leri daha avantajli hale
getirmektedir.

8. Kok hiicreler, in vitro ortamda farklilastirildiktan sonra, kikirdak
dokudan elde edilen kondrositler ile gen ifadesi karsilastirilarak hangi kok hiicre
kaynagimin tedavi i¢in uygun oldugunun daha detayli arastirilmasi gerektigi
sonucu ¢ikartildi.

9. Bunlarin yaninda farklilastirilan kok hiicrelerin telomer uzunluguna
bakilarak hastaya ait hiicrelerin telomerleri ile aym1 uzunlukta olup olmadiginin
arastirilmasi gerektigi sonucu ¢ikartildi.

10. Bu projede farklilastirilan embriyonik ve mezenkimal kdk hiicreler
fare bacak kasina enjekte edilmistir. Enjeksiyonu yapilan denekler 4 hafta
boyunca gozlemlendi ve her hangi bir teratoma olusumu goézlemlenmedi.
Teratoma olusumunun daha detayli incelenmesi i¢in immiinsistemi baskilanmis
farelerde farklilastirilan ve farklilastirilmayan kok hiicrelerin bacak kasina enjekte
edilip en az 12 hafta gozlem yapildiktan sonra teratoma olusturma

potansiyellerinin arastirilmasi gerektigi sonucu ¢ikartildi.
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