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ONSOZz

Ureme ile ilgili problemler ekonomik, sosyal ve kiiltiirel anlamda hem insan hem de
hayvan saghgi acgisindan Onemlidir. Sadece birkag yil Once tedavisi mumkin
goriilmeyen bircok hastalik glniimiizde kok hiicreler kullanilarak  tedavi
edilebilmektedir. Bu arastirmada da ovaryum hastaliklar1 tedavisinde kullanilabilirligi
miimkiin olabilecegi diisiiniilen multipotent 6zellikte mezenkimal kok hiicrelerin korpus
luteumdan elde edilmesinin miimkiin olup olmadig1 arastirildi. Her ne kadar hastaliklarin
tedavisinde kat edilecek uzun ve zorlu yollar olsa da yapilan her ¢alisma insanligin
saglik ve huzura dogru olan hedefine insanlig1 biraz daha yaklastiran adimlar olarak
degerlendirilebilir.

Tezimi hazirlarken laboratuvar calismalarinda desteklerini esirgemeyen degerli
aragtirmacilar Prof. Dr. A. Arzu YIGIT, Dr. Ferda Alparslan PINARLI, Uzman Biyolog
Meral TIRY AKI ve Dr. Giilbahar BOYUK e igten tesekkiirler ediyorum. Ayni zamanda
her zaman takdir ettigim, ayni fakiiltede gérev yaptigim mesai arkadasim Prof. Dr. A.
Arzu YIGIT ¢ok yogun akademik ve bilimsel etkinliklerinin oldugu dénemde tez
danigmanlhigimi yapti. Yogunluguna ragmen profesyonelliginden taviz vermeksizin
destegini esirgemeyen tez danismanima ayrica tesekkiir etmek istiyorum.

Dogdugum giinden beri beni okula, kitaba ve okumaya yonlendiren ve bilim
sevgisinin tohumlarmi yiiregime eken babam Mehmet BOZKURT ve annem Suzan
BOZKURT’a minnettarim. Cocukluk ve geng¢lik yillarimda benzer duygulari ve
diisiinceleri, daha sonra profesyonel diislincelerini benimle paylasan ablam Uzman
Eczaci Esra OZYALCIN ve esi Dr. Ahmet OZYALCIN’a, kiz kardeslerim Yardimc1
Docgent Dr. Siiheyla BOZKURT ve Yardimci Dogent Dr. Feyza BASAK ile esi Murat
BASAK ’a, ayrica Elif, Omer, Rana, Berra ve Burak’a hayatima yaptiklar1 katkilardan
dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tezi can yoldasim, hayat arkadasim, sevgili esim Avukat Hiiseyin ORSCELIK e

ithaf ediyorum. Omriimiiz oldukga hukuga ve bilime sevgi katmaya devam edecegiz.
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Ratlarda luteal hiicrelerden kok hiicre elde edilebilirliginin arastirilmasi

OZET

Bu arastirma, sican korpus luteumlarindan elde edilen luteal hiicrelerin kok hiicreye
doniisiip doniismediklerini incelemek amaciyla yapildi. Simdiye degin, mezenkimal
kokenli kok hiicre elde etmek icin, kemik iligi, dis pulpasi, adiposit doku gibi farkh
dokular kullanilmis olup, bu ¢alisma luteal kokenli kok hiicre elde etmek i¢in yapilan ilk
arastirmadir.

Bu amagla, stiperovulasyon yapilmis sigan ovaryumlarindan 6nce mekanik, sonra
enzimatik islemlerle luteal hiicre siispansiyonu elde edildi ve hiicreler Percoll gradient
yontemi ile saflastirildi. Elde edilen luteal hiicreler her birinde 10° hiicre olacak sekilde
mezenkimal kok hucre medyumu igerisinde T25 hiicre kiltir kaplarinda %5 CO- igeren
37 ° C lik inkuibatorde inkiibe edildi. Tkinci pasajim sonuna gelen hiicrelerin bir kismi ile
flow sitometride tanimlama islemi yapilirken, bir kismida baskalagim medyumlarinda
inkiibe edilmek {izere ayrildi. Elde edilen hiicrelerin CD11b ve CDA45 yiizey
markirlarinin yoniinden negatif, CD90 ve CD49 yiizey markirlar1 yoniinden de pozitif
olduklar1 gézlendi. Adipogenez ve osteogenez farklilasma kitleri kullanilarak luteal
hiicreden dontisen kok hiicrelerin yag dokuya ve kemik dokuya baskalasimlar1 gosterildi.

Bu sonuglar, eriskin rat luteal hicrelerinin multipotent 6zellikteki eriskin stromal
mezenkimal kok hiicrelere doniisebildigi hipotezini dogrulamaktadir. Bunun yaninda

korpus luteumdan elde edilecek kdk hicrelerin 6zellikle disilerde Greme sistemi
hastaliklarinda ve yapilmasi olasi Klinik ¢aligmalar igin kdk hucre kaynagi olarak

kullanilabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Sozcukler: CD90, CD49, korpus luteum, farklilasma, mezenkimal kok

hiicre
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Investigation of the Achievability of Stem Cells Derived From Luteal Cells in
Rats

SUMMARY

This study performed to investigate whether luteal cells from rat corpus luteum
differentiate into stem cells or not. So far, different tissues such as bone marrow, dental
pulp, and adipocyte tissue have been used to isolate mesenchymal stem cells. This is the
first research to isolate stem cells originated from luteal tissue.

Luteal cell suspension isolated from superovulated rat ovaries by mechanical and
enzymatic processes and the isolated cells were purified by Percoll gradient method.
Isolated luteal cells were incubated in T25 flasks which each including 10° cells and
mesenchymal stem cell medium at 37 °C with 5 %CO: at the end of the second passage.
One part of the cells was used to determination of phenotypical characteristics of the
cells and other part of them was incubated to treat differentiation medium. Isolated cells
have negatively reacted for CD11b and CD45 surface markers and positively reacted for
CD90 and CD49 surface markers. To differentiation into osteocytes and into the adipose
tissue of the cells has been shown in osteocyte and adipocyte differentiation media.

These results support that the stem cells derived from the corpus luteum may also be
used as stem cell sources especially in reproductive system diseases in the ovary, and
may be a source for possible clinical trials; and support the hypothesis that adult rat

luteal cells differentiate into adult stromal mesenchymal stem cells.

Key Words: CD90, CD49, corpus luteum, differentiation, mesenchymal stem cell



1. GIRIS

Kok Hucreler

Bir canlmin viicudunda sinirsiz olarak bolunebilen, kendini yenileyebilen ve bu sayede
farklilagmis hiicreler olusturabilen hiicrelere kok hiicre (KH) denir. (Sahin ve ark, 2005).

Bir hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in asagidaki Olgiitlere uymasi
gerekir:

1. Kromozomlarmin ucunda bulunan telomer adi verilen binlerce DNA tekrar
dizileri tasimmalar1 nedeniyle uzun siire boliinebilme ve kendini yenileyebilme
Ozelliklerinin bulunmas,

2. Ozellesmemis olmasi

3. Her bir hiicrenin, in vitro olarak kéken aldigi dokudan farkli olan en az bir hiicre
tipine ve koken aldig1 dokunun hiicrelerine farklilasabilmesi,

4. Hasarli bir dokuda in vivo olarak kendi kokeninden farkli olan en az bir hiicre
tipine ve koken aldigi dokunun hiicrelerinden en az birine islevsel olarak
farklilagsabilmesi,

5. In vivo olarak doku hasari olmadigi durumlarda da farklilasma potansiyelleri
bulunmalidir (Karaéz & Ovali, 2004).

Loeffler ve Roeder (2002) islevsel olarak farklilasmamis ve heterojen olarak
tanimladig1 kok hiicrelerin, yukarida siralanan islevlerden bir ya da birden fazlasini geri

doniisiimlii olarak gerceklestirebildiklerini belirtmistir.

Kok Hucrelerin Simiflandirilmasi

Elde Edildikleri Kaynaklara Gore



Karaoz & Ovaly, (2004) kok hiicreleri, gelisim sirasinda embriyoya ait ektoderm,
mezoderm ve endoderm tabakasmma ve bunlardan koken alan farkli hiicre tiplerine
doniisebilen embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olarak iki ana gruba
ayrrarak, embriyonik olmayan kok hiicreleri eriskin kok hiicreler, fotal kok hiicreler,
kadavradan elde edilen kok hcreler, gobek kordonu ve plasenta kok hcreleri ile

partenogenez ile elde edilen partenot denilen kok hiicreler olarak smiflandirmistir.

Yetiskin Kok Hcreler
|

Germ kokenli Somatik Kokenli

Oogonial  Spermatogonial

. Hemapoetik olmayan
Hemapoetik P y

‘ Mezenkimal projenitor hiicreler
‘ (MMSH)

Kemik Periferik , |

iligi kan | | | ‘
Kas
Kikirdak Karaciger

Kemik Yag
iligi
stromasi

?7?7?

Sekil 1.1. Elde edildikleri kaynaklara gore yetiskin kok hucrelerin
smiflandirilmasi.

Yetiskin kok hiicreler germ ya da somatik hiicre kdkenli olabilirler. Germ hiicre
kdkenli olanlar spermatogonial kék hiicre ve oogonial kdk hicrelerdir (Bongso ve Lee,
2005). Somatik htcre kokenli olanlar ise hemapoetik kok hiicreler ve hemapoetik
olmayan kok hiicreler olarak gruplandirilabilir. Hemapoetik kok hiicreler kemik iligi ya
da periferik kan kaynakli olabilirken, hemapoetik kokenli olmayanlar, erigkin kemik iligi
stromas1 mezenkimal kok hiicreleri (MMSH) veya mezenkimal projenitor hiicre olarak
bilinirler (Ozmen ve ark, 2006). Bu hiicreler, kemik, kikirdak, yag, tendon, kas ve kemik

iligi stromasimi igeren farkli mezenkimal dokulara in vitro veya in vivo olarak



doniisebilen multipotent eriskin projenitdr (6nciil) hiicreler (MMKH) dir (Ozmen ve ark,

2006) (Sekil 1.1).

Farkhlasma Ozelliklerine Gore Kok Hiicreler

Totipotent kok hiicre: Erken embriyonik donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar olan
tim blastomerler sinirsiz farklilasma ozelligine sahiptirler, tam bir organizmayi
olusturabilme potansiyeline sahiptirler, yani totipotent 6zellik gostermektedirler.

Pluripotent kok hicre: Erken embriyonik donemde blastosist’in i¢ hiicre kitlesinden
elde edilen embriyonal KH’ ler ve erken embriyonik donemde elde edilen primordiyal
cinsiyet hiicreleri bu gruba girerler. Bu huicreler in vitro olarak sinirsiz béliinebilme ve in
vitro ortamda uzun sire dretildikten sonra dahi organizmada bulunan her (¢ germ
tabakasinin tiim hiicrelerine doniisebilme yani farklilasabilme potansiyeline sahiptirler.

Multipotent kok hiicre: Eriskin ya da yetiskin kok hiicreler (YKH), yetiskin
dokulardaki oncii (projenitdr) hiicrelere doniisme kapasitesi olan, kismen farklilagmis
hiicrelerdir. Bu hiicreler organizmanin yagami boyunca kendini yenileyebilme 6zelligine
sahiptirler, ancak pluripotent 6zelligi bulunan embriyonik kok hiicrelere gore daha sinirlt
farklilasma potansiyelleri bulunur, belirli hiicre soylarma farklilasabilirler (Bassi ve ark,
2011). Bu yilizden multipotent eriskin projenitor hiicreler olarak ta tanimlanirlar (MAPC)
(Bongso ve Lee, 2005; Reyes ve Verfaillie, 2001). Hemapoetik ve Mezenkimal KH’ ler
en c¢ok calisilan multipotent hiicrelerdir (Can, 2014, Avecilla ve ark, 2003, Alvarez
Dolado ve ark, 2003).

Unipotent kok hicre: Kendini yenileme 6zelligi smirli olan ya da hi¢ olmayan,
yalnizca belli bir hiicre tipine farklilagabilen hiicrelerdir (Lakshmipathy ve Verfaillie,
2005). Kas, iskelet, kalp-damar, sinir, sindirim sitemleri ile epitel doku, testis ve
ovaryum kok hiicreleri unipotent 6zellikte YKH dir (Can, 2014).

Bu tanimlamalara ek olarak laboratuvar ortaminda hiicre gekirdeklerinin yeniden
programlanmasiyla gelistirilen hiicreler de bulunmaktadir. Cowan ve arkadaslar1 (2005),

oositlere alternatif olarak insan somatik hiicre ¢ekirdegini yeniden programlamak igin



embriyonik kok hucrelerin  kullanilabilecegini kesfetmislerdir. Bu amagla insan
embriyonik kok hiicresini insan fibroblast hiicreleri ile kaynastirarak kararh tetraploid
DNA igerigine sahip insan embriyonik kok hiicreleri elde etmislerdir. Bu hiicrelerin
morfolojilerini, buytime 6zelliklerini, ylzey antijen belirteclerinin insan embriyonik kok
hiicresi 6zelliklerini gosterdikleri gozlenmistir. Ayrica in vivo ve in vitro olarak
farklilagan hiicrelerin her bir embriyonik germ tabakasinda bulunan hiicre tiplerini
verdigi de belirlenmistir. Arastirmacilar bu calisma sonucunda insan somatik
hiicrelerinin ¢ekirdeginin yeniden programlanarak insan embriyonik kok hiicrelerine

dontisebilecegini gostermislerdir.

Takahashi ve Yamanaka (2006), fare embriyonik ya da yetiskin fibroblast
hiicrelerinden bazi transkripsiyon faktorlerinin hiicre kiiltiiri ortamma eklenmesiyle
pluripotent kok hiicreler elde edildigi bildirilmis ve bu hiicreler indiiklenmis pluripotent
kok hiicreler (IPS) olarak adlandirilmistir. Elde edilen hiicrelerin sekil, biiyiime, antijen
belirtecleri 6zellikleri yoniinden embriyonik kok hiicre 6zelliklerine sahip olduklari
gosterilmistir. Farelere derialt1 olarak transplante edildiginde her ii¢ germ tabakasindan
cesitli dokular iceren tiimorler olustugu, blastosistlere enjekte edilmesiyle bu hiicrelerin
fare embriyosunun gelisimine katki sagladigi belirtilmistir. Bu ¢alismadan da
anlasilacagi gibi yalnizca belli birka¢ faktoriin fibroblast kiiltlirlerine eklenmesiyle

pluripotent 6zellikte kdk hicreler tretilebilmektedir.

Mezenkimal Kok Hucrelerin Ozellikleri

Mezenkimal Kok Hiicreler ve Bulunduklar Yerler

Mezenkimal kok hiicreler hemapoetik kdkenli olmayan, kemik iligi, kemik, kikirdak,
diiz kas ve iskelet kas1 gibi neredeyse tiim viicut dokularinda bulunan ve izole edilebilen

multipotent 6zellikteki yetiskin kok hiicrelerdir (Bassi ve ark, 2011). Baska bir deyisle



bir doku veya organdaki farklilagmis hiicreler arasinda bulunan farklilagsmamis
hiicrelerdirler. Bu hiicreler mezodermal kdkenli olup, i¢cinde bulundugu dokunun (yag,
kikirdak, kemik, kas, sinir doku hiicreleri gibi) 6zellesmis hiicrelerine ya da farkli doku

hlcrelerine doniisebilirler (Karaéz ve Ovali, 2004).

Fiziksel Ozellikleri

Multipotent mezenkimal kok hiicreler (MMKH) goriiniis olarak fibroblastlara benzer, i3
seklinde hiicrelerdir. Bu hiicreler plastik ve cama yapisabildikleri i¢in hemapoetik
hicrelerden kolayca ayrilirlar ve (Bassi ve ark, 2011) ve in vitro kosullarda erken iireme
donemlerinde fibroblast seklinde koloni olusturan birimler (CFU) olusturmak tizere hizl
proliferasyon Ozelliklerine sahiptirler (Baer ve Geiger, 2012, Horwitz ve ark, 2005).
Uygun besi yerleri kullanilarak iiretilen MKH diizenli araliklarla % 0,25 tripsin-
EDTA ile tutunmus olduklar1 besi yerlerinden ayrilirlar ve yenilenmis besi yerleri iceren

yeni plastik kaplara aktarilirlar.

Elde Edildikleri Dokular

Mezenkimal kok hiicreler baslica kemik iliginde olmak {izere, yag (Baer & Geiger,
2012; Ra ve ark., 2011, Minguell ve ark, 2001), kemik (Nakahara ve ark, 1991), kas (Da
SilvaMeirelles ve ark, 2006), deri, kordon kani, amnion sivisi, dis pulpasi, retina,
kornea, bdbrek (Da SilvaMeirelles ve ark, 2006), sinovya (Jones & Pei, 2012; Pei ve ark,
2008), pankreas (Da SilvaMeirelles ve ark, 2006; Kroon ve ark, 2008), beyin, dalak,
karaciger, bobrek glomertilii, akciger, timiis gibi doku ve organlardan elde edilebilirler

(Da SilvaMeirelles ve ark, 2006).

YUzey Antijenleri



Insan MMKH’ in CD73, CD166, CD54, CD55, CD13, Stro-1 ve CD44, CD90, CD105
yiizey antijenlerini tasidiklar1 flow sitometri metodu ile tespit edilmistir (Davis ve ark,
2012; Li ve ark 2012). Yizeylerinde T hiicrelerinin aktivasyonunda yardimci uyaran
molekdller olan CD40, CD80, CD86 ve hemapoetik yiizey antijenlerinden CD14, CD45,
CD34 ve CD11b gibi hemapoetik belirtegleri eksprese etmezler (Bassi ve ark, 2011).

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlasma Potansiyelleri

Mezenkimal kok hiicreler kdken aldiklar1 bag doku hiicreleri olan yag, kas, kemik,
kikirdak, tendon gibi hiicrelere farklilasabildikleri gibi, koken aldiklar1 dokudan farkl
olan sinir, karaciger, pankreatik hiicre gibi diger doku hiicrelerine de
dontisebilmektedirler (Caplan, 2008). Bu 06zellik transdiferensiyasyon ya da plastisite
olarak adlandirilir (Bassi ve ark, 2011). Literatiirde bu hiicrelerin in vitro olarak
multipotent farklilasma 6zellikleri oldugu gibi (Dominici ve ark, 2006) in vivo olarak da

ayn1 hiicre dizilerine farklilasma 6zelliklerinin de bulundugu bildirilmistir (Bassi ve ark,
2011).

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanim Alanlar

Mezenkimal kok hiicrelerin hizli proliferasyon, hasarli dokularca salgilanan sitokinlere
dogru hareket etme, immunmodiilasyon, antiapoptik, antiinflamatuvar ve anjiyojenik
ozellikleri bulunur. Bu o6zellikleri nedeniyle kemik (Alvarez-Dolado ve ark, 2003;
Avecilla ve ark, 2003; Horwitz ve ark, 2001), kas (Smaldone ve Chancellor, 2008),
eklem (Jones ve Pei, 2012) ve tendon (Smith ve ark, 2003) hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmas1 yoniinde ilerleme kaydedilmektedir. Immun baskilayici &zellikleri

nedeniyle (Shi ve ark, 2010; Uccelli ve ark, 2007) lupus eritematosis (Liang ve ark,



2010; Ren ve ark, 2012), osteogenezis imperfekta (Horwitz ve ark, 2001), oto immun
isitme kaybi, multiple skleroz, poliyomiyotit, atopik dermatit (Ra ve ark, 2011),
otoimmiin tip 1 diyabet, romatoit artrit gibi otoimmun hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadirlar (Ra ve ark., 2011; Ren ve ark., 2012). Ren ve ark (2012)
hematopoetik sistem defektleri, graft-versus host hastaliginda, myokardial enfarktiis,
Parkinson, akciger ve omurilik yaralanmalari, karaciger fibrozisi, kemik kiriklar,
yaniklar, korneal abrasyonda farkli kokenden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin
kullanildigini belirtmistir. Hasarli hiicrelerle flizyon yeteneklerinin bulunmasi da onlar1
klinik kullanim i¢in avantajl kilar (Akgiin 2016).

Kok hiicreler hastaliklarin hiicresel tedavisi, transplantasyonlar, ilag etkinliklerinin
arastirilmasi ve doku miihendisligi alanlarindaki uygulamalarda da degerli bir kaynak
olarak gorulmektedir (Uckan, 2007; Ulloa-Montoya ve ark, 2005).

Veteriner hekimlikte kopeklerde genetik kokenli muskuler distrofik hastaliklarin
(Vieira ve ark, 2012), periodontal defektlerin (Inukai ve ark, 2013; Tsumanuma ve ark,
2011), tedavisinde, atlarda tendon hastaliklarinin tedavisinde (Richardson ve ark, 2007,
Smith ve ark, 2003), karaciger (Kocken ve ark, 1996) hastaliklarinda hiicresel tedavi
secenegi olarak kok hiicreler kullanilmaktadir.

Insanda sik rastlanan Duchenne kas distrofisinin esdegeri olarak kabul edilebilecek
Golden Retriever kas distrofisi tedavisinde yag aldirma yontemi ile insanlardan elde
edilen yag doku kékenli stromal hiicrelerinin lokal olarak 2 képege, sag musculus biceps
femoris’e ve sistemik olarak vena cephalica yoluyla 4 hasta kopege enjekte edildigi
bildirilmistir (Vieira ve ark, 2012). Baslangicta hastaliga neden olan kas distrofini
bulunmamasina ragmen lokal kdk hiicre enjeksiyonunun uygulanmasindan 6 ay sonra
distrofik kaslarda kas distrofini Western blot ve immun floresan metotlar1 ile tespit
edilmistir. Kopeklere herhangi bir immun baskilanma s6z konusu olmadan yiiksek
miktarda insan yag doku kokenli stromal hiicrelerin sistemik olarak uygulanabildigi de
bu arastirma i¢in dikkate deger bir sonugtur.

Tsumanuma ve arkadaslar1 (2011), 4 erkek Beagle kopegin periodontal
ligamentinden, alveol periosteum’undan ve kemik iliginden elde ederek {irettikleri

mezenkimal hiicreleri ayni kopeklerde ikinci ve dordiincii mandibula premolar dislerinin



cekilmesi ile  olusturulan  kemiksel defektin  tedavisinde  kullanmiglardir.
Transplantasyonu izleyen 8. haftada periodontal ligamentin rejenerasyonunu ve yeni
cementum tabakasinin gelistigini gozlemlemislerdir. Bu ii¢ kaynaktan elde edilen
hicrelerden kemiksel defektlerin hiicresel tedavisinde en basarili sonuca periodontal
ligamentten elde edilen mezenkimal hiicreler ile ulasildigini belirtmislerdir. Inukai ve
arkadaglar1 (2013) da benzer sekilde deneysel olarak mandibular premolar disleri
cekilmek suretiyle tek tarafli kemiksel defekt olusturulan bes képege insan ve kdpekten
elde edilen mezenkimal kok hiicreler ve kopekten elde edilen periodontal ligament
hicreleri ile hiicresel tedavi uygulayarak cementum ve kemik doku rejenerasyonunda
basaril1 sonug aldiklarini bildirmislerdir.

Smith ve arkadaslar1 (2003), arastirmalarinda musculus flexor digitorum
superficialis’in tendosu zarar goren, 11 yasli polo Midilli atin kendi kemik iliginden elde
edilerek in vitro gogaltilan hiicrelerden hazirlanan siispansiyon hasarli tendo bélgesine
10 ar giin aralikla 6 hafta siire ile enjekte etmis, 6 hafta sonunda klinik muayenede
topallama ve agrinin azaldig1 gézlemlemislerdir.

Ovaryumda hiicresel tedavi segenekleri {izerine ¢alisan Abd-Allah ve ark (2013) da
14 giin boyunca siklofosfamit enjeksiyonu ile ovaryumlarinda tahribat olusturduklar
erigkin disi tavsanlara erkek tavsanlarin kemik iliginden elde edilerek in vitro olarak
cogalttiklari mezenkimal kok hiicreleri, son siklofosfamit enjeksiyonunun ardindan
damarigi yolla uygulamislardir. Uygulamadan 6 hafta sonra dstradiol ve FSH diizeyleri
siklofosfamit enjeksiyonundan onceki diizeylere ulasmis, folikiil sayisinda artis oldugu
gibi, antral foliklller ve korpus luteum da dahil ovaryum foliktllerinde belirgin bir
diizelme tespit etlmislerdir.

Takehara ve arkadaglar1 (2013), fare ve ratlarin yag dokusundan, rat kemik iliginden
ve rat kuyrugundan izole ederek in vitro olarak drettikleri mezenkimal ve rat kuyruk
fibroblast hiicrelerinin rat ovaryumunda bir hiicresel tedavi secenegi olup olamayacagini
aragtirmistir. Bu amagla 14 giin ardigik siklofosfamitin intraperitoneal yol ile enjekte
edildigi disi rat ve farelerin ovaryumuna son siklofosfamit enjeksiyonundan 15 giin
sonra elde edilen kok hiicreleri enjekte etmislerdir. Hiicre transplantasyonundan 8 hafta

sonra disi farelerden normal prodstrusu yansitan vaginal yayma elde edilmis ve disilerin



erkekler ile normal c¢iftlesme davraniglarini gosterdigi gozlenmistir. Ayni siiregte
hiicresel tedavi uygulanan disilerin ovaryumunda folikiillerin, korpus luteumun normal
gortiniimiinii aldig1 da belirlenmistir. Ciftlesen disilerin 21-22 gunlik normal gebelik
stirecinin ardindan kemik iligi kokenli mezenkimal kdk hiicre enjekte edilen ratlarda
ortalama 12,8 ve yag doku kokenli mezenkimal kok hiicre enjekte edilen ratlarda
ortalama 13,6 tane yavru dogumu gergeklestigi bildirilmistir.

Wang ve ark (2014) disi farelerin germ hiicrelerinin pluripotent hiicrelere
dontistiigiinii bildirmisler, Wu ve ark (2017) da 6 giinliik disi farelerden elde ettikleri
germ kok hucreleri in vitro ortamda kiiltire ederek kisirlagtirilmis disilerin
ovaryumlarma transplante etmisler ve kisir farelerin ovaryum fonksiyonlarinin

diizeldigini ve yavru verebildiklerini gostermislerdir.

Tedavide Kok Hiicre Kullaniminin Avantajlarn ve Dezavantajlan

Son yillarda kok hiicrelerin, 6nemli islevleri olan organlardaki hastaliklar ve hasar
durumlarinda organ ve dokularin yenilenmesi ve/veya rejenerasyonu amaciyla
kullanilmasina yonelik ¢alismalar biiylik hizla artmaktadir (Li ve ark, 2012; Ren ve ark,
2012; Ulloa-Montoya ve ark, 2005). Bagdoku kokenli olan kok hiicreler bulunduklari
organin parenkimal hiicrelerine stromal destek saglayabilmelerini saglar. Hasarli
hiicrelere tutunma 6zelliklerinin bulunmasi (Alvarez-Dolado ve ark, 2003) ve blylme
faktorleri, sitokinler gibi bazi kimyasal maddeleri salgilayabilmeleri (Avecilla ve ark,
2003) nedeniyle organ ve dokularin yenilenmesine kaynaklik edebilmeleri miimkiin
olmaktadir. Kok hiicre caligmalar1 organ nakline alternatif olarak ve organ nakli sonucu
olusan akut doku uyusmazligi sendromunda hastaliklarda rutin tedavi olarak da
kullanilmaktadir (Shi ve ark, 2010; Uccelli ve ark, 2007).

Embriyonal kok hiicrelerin hastaliklarin tedavisinde ya da hasarli dokularin
tamirinde kullanilmasi, embriyonik kok hiicreleri hastanin bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilebilmesi nedeniyle dezavantaj olusturmaktadir. Dokunun reddedilmesinin oniine

gegilebilmesi kok hiicre bankalarmin kurulmasi ya da hasta DNA’sinin klonlanarak



uretilecek kok hucrelere transfer edilmesi ile mimkin olabilir. Etik olarak da
tartigmalara neden olan bu sorun hastaliklarin tedavisinde hastanin kendi eriskin kok
hiicresinin kullanilmas1 yoluyla ¢oziilmeye c¢alisilabilir (Karaéz ve Ovali, 2004).

Ayrica mezenkimal kok hiicrelerin sayilarinin in vitro ortamlarda Uretilerek
cogaltilmas1 gerekmesi, bunun i¢in teknolojik altyapi ve tecriibe gerektirmesi yaninda bu
stirecte kullanilan malzeme ve kimyasal maddelerin uluslararasi standardizasyonu ve
uzun siire kiiltiir ¢aligmalar1 gerektirdikleri i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Klinik
kullanimda tekrarlayan transplantasyonlarda dogrudan dogruya dokulara hiicre implante
etmenin gerekli oldugu hallerde 6zel metotlarm kullanilmasmnin gerekmesi de
mezenkimal kok hiicrelerinin klinik kullanimlarinda gilinlimiizde karsilasilan diger bazi
dezavantajlar1 olarak siralanabilir (Caplan, 2008; Uckan, 2007).

Kok htcrelerin in vitro farklilagsmasi sirasinda olusan hiicre popiilasyonunun farkl
hiicre hatlarin1 i¢ceren yani homojen olmayan bir hiicre toplulugu olmasi ve iiretilmesi
arzu edilen hiicre tipinin bu toplulukta az sayida bulunmasi kok hiicre eldesinde
karsilasilan bir dezavantaj olarak bildirilmistir (Ulloa-Montoya ve ark, 2005).
Multipotent 6zellikteki stromal kok hiicrelerin kemik iliginden izole edilen hiicrelerin,
Percoll gradient yogunlugu 1.073 g/ml olan ¢ok kiigiik bir oranmi (% 0,001-0,01
arasinda) olusturdugu bildirilmistir (Pittenger ve ark, 1999).

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tamimlanmasinda Flow Sitometri (akim hiicre sayim)
Metodunun Kullanilmasi

Flow sitometri, bir sollisyon igerisinde bulunan hiicrelerin cihaza enjekte edilmesiyle (¢
boyutlu uzayda sivi ortamda dagilan hiicre soliisyonun akimi esnasinda cihazin
okuyucusundan gecerken birden fazla 6zelliginin tespit edilmesi esasina dayanir. Flow
sitometride farkli hiicre popiilasyonlar1 boyutlarna ve tanecikli yapilarina gore
tanimlanir, zayif ekspresyonlu ylizey antijenleri belirlenebilir. Ayrica flow sitometri 6zel
hiicrelerin yiizey antijen profillerinin dogru sekilde tanimlanmasma olanak taniyan ¢ok

renkli analizin mimkiin oldugu bir metottur (Dunphy, 2004). Mezenkimal kok hiicre
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popiilasyonunun en az %95 oraninda CD105, CD73 veya CD90 yiizey antijenlerine
sahip olduklarinin flow sitometri yontemi ile belirlenebilmesi gerekir. Bunun yaninda
CD45, CD34, CD14 ya da CDI11b, CD790 ya da CD19 ve HLA sinif II yiizey
antijenlerinin ekspresyonunun bulunmamasi (bu antijenlerin multipotent mezenkimal
kok hiicre yiizeylerinde % 2’ nin altinda ekspresyona sahip olmasi) gerekir (Dominici ve
ark, 2006).

Ratlarda Luteal Hiicreler

Ratlarda seksiiel siklusun metdstrus (ya da diostrus 1) fazinda ovaryumda aktif bir
korpus luteum bulunur. Korpus luteum birbirlerinden morfolojik ve biyokimyasal olarak
ayirt edilebilen ti¢ farkli hiicre tipini igerir: kiigiik luteal hiicreler (KLH), biiyiik luteal
hicreler (BLH) ve vaskuler hicreler (VH) (Niswender ve ark, 2000).

Kigik luteal hicreler 12-20 pm gapindadirlar. Korpus luteum olusurken ovule olan
folikiiliin teka hiicreleri KLH’e dontisiirler (Milvae ve ark, 1996). KLH’in LH
reseptorlerine sahiptirler. Bu hiicrelerde progesteron hormonu Uretimi protein kinaz A
aracilifiyla LH tarafindan uyarilir.

Biiyiik luteal hiicreler 20 um’den biiylik ¢aptaki hiicrelerdir. Biiylik luteal hiicreler
ovulasyondan sonra folikiiliin granulosa hiicreleri tarafindan olusturulurlar. Korpus
luteum yaslandik¢a bazi KLH’in biiyiik hiicrelere doniistiigii de bilinmektedir. Yani
siklusun ileri asamalarinda biiyiik hiicreler folikiiliin teka hiicrelerinden koken alirlar
(Hansel ve Blair, 1996). Biiyiik luteal hiicreler sayica KLH’e gore daha az olmasma
ragmen, korpus luteumun iirettigi progesteron’un ¢ogunu sentezlerler ve KLH’e gore
daha az LH reseptorleri bulunur. Bu nedenle diisiik diizeylerdeki LH’dan
etkilenmeksizin bazal progesteron Gretimlerini surdirurler. Bu hicrelerde de aktif
protein kinaz A bulundugu diisiiniilmektedir (Diaz ve ark, 2002). BLH ve KLH in
birlikte bulunduklarinda progesteron iiretiminin arttig1 da bilinen bir durumdur (Nelson

ve ark, 1992).
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Vaskuler hticreler immun hicrelerdir. Endotel hiicreleri, eritrosit, 10kosit, T lenfosit
ve makrofajlar1 igerirler. Vaskiiler hiicreler ¢esitli kimyasal haberciler salgilayarak luteal
islevin gergeklestirilmesinde tamamlayici rol oynarlar (Meidan ve ark, 1999).

Ovaryumda oOzellikle germ hiicrelerinin varligi (Esmaeilian, 2010) ve elde
edilmesine yonelik kok hiicre ¢alismalar1 (Johnson ve ark, 2004; Johnson ve ark, 2005;
Lange-Consiglio ve ark, 2016; Liu ve ark, 2007; Pacchiarotti ve ark, 2010; Wang ve ark,
2014, Wu ve ark, 2017) bulunmaktadir. Korpus luteumdan luteal hiicreler elde edilmesi
yoninde calismalar bulunmasina ragmen (Hild-Petito ve ark, 1989; Mondal ve ark,
2013; Nelson ve ark, 1992; O'Shaughnessy ve Wathes, 1985), ovaryumdan mezenkimal
kok hiicre varhiginin gosterilmesine ya da elde edilmesine yonelik cok az sayida
arastirma bulunmaktadir (Besikcioglu, 2015, Gok, 2011).

Disi ratlarda kemoterapotik bir ajan olan siklofosfamit ile deneysel olarak
olusturulan ovaryum hasarinda erkek rat kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler
ile rat ovaryumun stromasindan elde edilen kok hiicreler kullanilmistir. Ratlara bir hafta
ara ile 2 kez periton i¢i siklofosfamit enjeksiyonunun sonrasindaki giinlerde olmak iizere
2 kez periton i¢i yol ile kok hiicre enjeksiyonu uygulanmistir. Son enjeksiyonun ertesi
ginii sakrifiye edilen disi siganlarda ovaryum dokusunda folikiil maturasyonu igin
onemli molekdiller olan Konneksin- 43, BMP-6, BMP-15 ve p34Cdc2 molekullerinin
dagilimi immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. Ovaryumda siklofosfamidin neden
oldugu hasar1 dnlemede ovaryum stromasindan koken alan kok hiicrelerin daha etkili
oldugu belirlenmistir (Besik¢ioglu, 2015).

Ovaryumda kok hiicrelerin varhiginin arastirilmasi i¢in, yeni dogan (2 giinliik),
pubertal (6 haftalik), ergin (12 haftalik) ve yash (18 aylik) donemdeki disi farelerin
ovaryumlar1 alinarak, oositlerde, granuloza hicrelerinde ve ovaryum yuzey epitelinde
Nanog ve Oct 3/4, c-Kit ve SSEA-1 ylizey markirlarmin varligi incelenmistir. Nanog ve
Oct 3/4 pluripotent ve embriyonik kok hicrelerde bulunan gicli transkripsiyon
faktorleridir. C-Kit oosit-granuloza etkilesiminde rol oynayan tip III reseptor tirozin
kinazdir ve SSEA-1 fare ve insan embriyonik kok hiicrelerinde tanimlanan trofoblast
farklilagmasiin gostergesi olan yiizey markirlarindan biridir. Bu ylizey antijenlerinin

yash grup disinda tiim gruplarin oositlerinde, ergin ovaryumlarida granuloza
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hlcrelerinde ve SSEA-1 disinda ergin ovaryum yiizey epitelinde bulundugu
immunohistokimyasal boyamalar ile gosterilmistir (Gok, 2011).

Wang ve ark (2014) disi farelerden elde ettikleri germline kok huicrelerin pluripotent
ozellikte oldugunu gostermisler, Wu ve ark (2017) da aym tipteki germline hiicrelerin
ovaryumu hasarlanmis farelerde in vivo olarak yumurta hiicresine doniiserek farelerin
yavru verebilme yetenegini yeniden kazandiklarii bildirmislerdir.

Yapilan bu arastirma ile kok hiicrelerin elde edilmesinde korpus luteumun bir
kaynak olup olmadig1 ortaya konulmas1 amaglandi. Ayrica Korpus luteumdan kok hiicre
elde edilmesi ve elde edilen kok hiicrelerin kiiltiire edilmesi, farklilasmasinda uygun
mikro ¢evrenin saglanmasi hedeflendi. Korpus luteum kaynakli kok hiicrelerin baslica
over kaynakli problemlerde tedavi amacli kullanilip kullanilamayacagi daha sonra
yapilmast planlanacak calismalar icerisinde olacaktir. Bunun i¢in Oncelikle luteal

hiicrenin kok hiicreye doniisiip doniismediginin belirlenmesi gerekmektedir.

13



2. MATERYAL ve METOT

Aragtrmanim etik onayr Diskapt Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alindi (2016/15). Bu ¢alismada 25-30 gunlik
12 adet disi Sprague-Dawley rat kullanildi. Ratlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlikta
tutularak ad libitum su ve standart yem (ME 2600 kcal) sagland:.

Luteal Hicre Kultiri Medyumlar

Stok Hiicre Medyumu

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu (DMEM)/Ham’s Nutrient Mixture F12

(DMEM/F-12), %1 L-glutamin (Sigma, 51445C) + %1 antibiyotik + antimikotik (Gibco,

15140122) karigima.

Stok Enzim Solusyonu

%0,05 lik DNAz (Roche, SAP-10054034) ve %0,5 BSA (Sigma-Aldrich, A-3983).

Luteal Hicre Kaltir Medyumu
Stok hiicre medyumuna %10 FBS (Gibco, 10082139 eklendi. Medyum kdltiirden énce

22 um lik filtreden (AISIMO Syringe Filter Lot:170227SF33CA22S) gecirilerek filtre
edildi.
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Superovulasyon Olusturulmasi

Ratlarda stiperovulasyon olusturmak i¢in 30 IU/kg PMSG, 53 saat sonra 25 [U/kg hCG
intraperitoneal yol ile uygulandi. Uygulamadan 6 giin sonra, ketamin hidroklorit (60
mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile genel anestezinin ardindan ovaryumlar alindi (Boyiik,
2017) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Siiperovulasyon olusturulduktan sonra ovaryumlarin alinmasi.

Luteal Huicrelerin izolasyonu

Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan ovaryumlarin {izerine bir miktar steril PBS
koyularak, cevre dokular steril petride temizlendi. Ovaryuma birgok kez batirilan 26 G
lik bir igne ile mevcut folikiillerin tamami parcalandi. Parcalanan doku PBS ile
yikanarak granulosa hiicreleri ortamdan uzaklastirildi.

Parcalanmig haldeki ovaryum %0,25 lik Tripsin-EDTA (Thermo Fischer Sci,
katalog no 25200056) solusyonunda 15 dakika stre ile %5 CO: iceren etiivde 37 °C de
inkiibasyona  birakildi.  Ovaryum yiizeyindeki epitel hiicreleri bu sekilde

uzaklastirildiktan sonra etiivden alinan doku PBS ile yikandi. Stok hiicre medyumu
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icerisine alinan doku laminar flowda steril bir jilet ile daha kiiciik pargalara ayrildi (Sekil
2.2). Pargalanmis ovaryum dokusu 70 pm por genisligindeki steril filtreden (Corning
inc. 352350) gecirildi. Filtrenin iizerinde kalan doku pargalar1 25 ml lik bir erlenmayere
aktarildi. Bu doku tizerine 5 ml stok enzim soltisyonuna 10 mg tip 2 kollajenaz (%0,2)
(Sigma-Aldrich, C6885) eklenerek elde edilmis ve 2 dakika %95 O2 ve %5 CO: ile
oksijenlendirilmis olan medyum eklenerek hiicreler enzimatik pargalanmaya tabi
tutuldu. Hucre suspansiyonu her 10 dakikada bir pastor pipeti ile karigtirmak suretiyle 1
saat siireyle 37 °C sicakliktaki ¢alkalamali su banyosunda bekletildi. Her bir saat
sonunda siipernatant alinarak falkon tiipe aktarildi ve +4 °C de muhafaza edildi
Kollajenazli medyum her uygulamada taze olarak hazirlandi ve iglem hiicrelerin hepsi
parcalanincaya kadar tekrarlandi. U¢ veya dort enzimatik parcalanma periyodundan
sonra toplanan sipernatant 70 um lik filtreden tekrar stizuldi ve 10 dakika sire ile +4
°C’de 1400 devir/dakika santrifiij islemi uygulanarak siipernatant atildi. Ayn1 islem her
defasinda tiipte kalan hiicrelerin lizerine 15 ml yeni medyum eklenerek 3 kez tekrar

edildi (O'Shaughnessy & Wathes, 1985) .

Sekil 2.2. Ovaryum dokusunun laminar flowda mekanik olarak parcalanmasi
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Bir dizi santrifiij ve yikama islemlerinden sonra elde edilen luteal hiicreler stok
hiicre soliisyonu ile 1 ml’ye tamamland1 ve hazirlanan siispansiyondaki hiicreler Percoll

gradient yontemiyle saflastirildi (Boyiik, 2017).

Percoll Gradient Yontemi ile Hicrelerin Saflastirilmasi

Kullanilan soliisyonlar ve hazirlaniglary:

Oncelikle 25 ml lik erlenmayere 12 ml Percoll (Sigma Aldrich, P4937, pH 8,5-9,5)
konularak sterilize edildi.

1,5M ve 0,15 M’ lik NaCl hazirland:.

Stok izotonik Percoll solisyonu (SIP): Bir kisim 1,5 M NaCl soliisyonuna 9 kisim
Percoll eklendi

%20 lik Percoll soliisyonu : 1 ml SIP solusyonuna 4 ml 0,15 M NacCl
solusyonu eklendi. (Dansite: 1.028)

%30 luk Percoll sollisyonu : 1,5 ml SIP soltisyonuna 3,5 ml 0,15 M NaCl
solusyonu eklendi. (Dansite: 1.040)

%40 Iik Percoll solusyonu : 2 ml SIP soliisyonuna 3 ml 0,15 M NacCl
soliisyonu eklendi. (Dansite: 1.052)

Hazirlanan %20 lik, %30 luk ve %40 lik soliisyonlardan 5 er ml steril tiiplere
almarak tiipler etiketlendi.

Bir tlp icerisine en alta %40, Gzerine %30 luk ve onun Gzerine de %20 lik Percoll
soliisyonlarindan iicer ml konularak daha 6nce hazirlanan hiicre soliisyonundan 2 ml
eklendi. Bu tiip 10 dakika siire ile +4 °C ve 400 G’ de santriflij edildi. Santrifiij
sonucunda biytk luteal hiicrelerin %30-40 lik Percoll yogunluklari smirinda kiigiik
luteal hicrelerin ise %20-30 lik Percoll yogunluklar1 arasinda yogunlastiklar1 goriildi

(Sekil 2.3). Buradan toplanan hiicreler falkon tiipe aktarildi.
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ZENTRIFUG

Sekil 2.3. Santrifiij sonucunda %30-40 ik Percoll yogunluklar sinirinda biiyiik
luteal hiicrelerin, %20-30 lik Percoll yogunluklar1 arasinda Kiiciik luteal hiicrelerin
yogunlasmasi.

Bu islemden sonra hiicreler Thoma lam1 yardimiyla mikroskop altinda sayilarak

tripan mavisi ile boyandi ve hiicrelerin canlilig1 kontrol edildi.

Hucrelerin Canhlik Oranlarmin Belirlenmesi Amaciyla Tripan Mavisi ile
Boyanmasi

Hiicre slispansiyonunun 1 ml’ sinden pipet ile 10 ul alinarak ayni miktarda tripan mavisi
ile karstirildi. Bu soliisyon Thoma lamima damlatilarak boya almayan canli hiicrelerin
sayilmasiyla canli hiicre sayis1 belirlendi (Tennant, 1964) (Sekil 2.4).

Boylece daha sonra flasklarda iiretilecek olan luteal hiicre sayis1 belirlenmis

oldu.
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Sekil 2.4. Tripan mavisi ile canh hiicrelerin Thoma laminda sayilmasi.

Luteal Hiicrelerin 3-HSD ile Boyanmasi

Hiicrelerin bir kismi endoplazmik retikulumda pregnanolonun progesterona doniisiimiine
aracilik eden 3B-HSD enzim aktivitesini gdstermek amaciyla boyand: (Sekil 2.5) . Bu

enzim aktivitesinin pozitif olmasi steroidojenik aktivitenin bir gdstergesidir (Arikan ve
Yigit 2002).
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Sekil 2.5. 3p-HSD pozitif luteal hiicreler (X200)

Luteal Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Mezenkimal Kok Hiicre Besi Yeri
2 mM glutamax suppl (Gibco, 35050061), % 0,5 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin,
%10 FBS (Thermo Fischer Sci, 10270106) iceren low glukoz DMEM (Gibco, 11880-

028).

Hucrelerin Kultire Edilmesi

Elde edilen luteal hiicreler her birinde 10° hiicre olacak sekilde T25 kiiltiir kabina MKH
besi yeri icerisine ekildi ve %5 CO> igeren 37 °C lik inkubatore yerlestirildi (Sekil 2.6).
Besi yeri 72 saatte bir degistirildi. Hiicrelerin gelisimi Leica invert mikroskobu (Leica,
Almanya) ile takip edildi. Hiicreler konfluense ulastiginda pasajlama islemi yapildi
Ikinci pasajin sonuna gelen hiicrelerin bir kismu ile flow sitometride tanimlama islemi

yapilirken, bir kismi1 da bagkalasim medyumlarinda inkiibe edilmek tizere ayrildi.
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Sekil 2.6. Ekimi yapilan luteal hiicreler (0. Saat)

Flow-Sitometri ile Mezenkimal Kok Hiicre Tanimlanmasi

Ikinci pasajin sonunda ayrilan hiicrelere CD45R, CD11b/c, CD90 ve CD49 markirlar1
icin agagidaki sekilde tanimlama islemi uygulandi.

Kontrol ve numune olarak hazirlanan ve igcerisinde 150.000 hiicre igeren 2 tiip 2 kez
soguk PBS ile yikandi. Hiicreler 500 ul % 0,25°lik tripsin EDTA ile 15 dakika
calkalamali su banyosunda tek hiicre haline getirildi. Inkiibasyon srrasmnda 2-3 kere
pastor pipeti ile pipetaj yapildi. Hiicreler 2 kere hiicre kiiltiir medyumu ile yikandiktan
sonra flow sitometri tiipii igerisinde 100 pl olacak sekilde PBS ile resuspanse edildi.
Hiicre siispansiyonuna 10’ar ul CD45R (BD, 554879) CDI11b/c (BD, 550299), CD90
(Thermo Fischer Sci, MA1-80651), CD 49 primer antikorlar1 (BD, Katalog no 553348)
ilave edildi. Oda 1sisinda yarim saat inkiibe edildi. Hiicreler soguk PBS ile 3 kere
yikand1. Uzerine 4’er pul sekonder antikor eklenerek oda sicakh@mda 45 dakika inkibe
edildiler. Tekrar %3 BSA li soguk PBS ile 1 kere yikanarak tizerlerine 300 pul kadar s1v1
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eklenen hiicreler flow sitometri cihazi tiiplerine aktarildi. Tiiplerde yikanarak son
yikamada 600 pl kadar PBS kalacak sekilde dlgtime gotiirtilda.
Flow sitometrik degerlendirmeler FACS-ARIAIII (BD, USA) ile yapildi.

Hiicre Farkhlasmasinin Tespit Edilmesi

Bir kismi flow sitometride kullanilan kék hiicreler her birinde 10° hiicre olacak sekilde
mezenkimal kdk hiicre besi yeri kullanilarak T25 flasklara ekim yapildi. Medyum her 72
saatte bir degistirildi. Uciincii kez besi yeri degistirilmesi esnasinda yapilan mikroskop
muayenesinde yeterli konfluense ulastig1 goriilen hiicreler 5 ml PBS ile nazik¢e yikandi.
PBS bosaltilarak hiicreleri iceren flaska % 0,25 lik Tripsin® den 1 ml eklendi ve
inkiibatorde 5 dakika bekletildi. Stirenin sonunda hiicrelerin ayrisip ayrismadigi
mikroskopta kontrol edildi. Ayrisan hiicreler toplandi, 100 G’ de 10 dakika santrifij
yapildi. Tiip tabaninda biriken pellet 1 ml’ ye tamamlanarak yapilan sayimda hiicre
say1s1 2x10° olarak bulundu.

Osteogenezis icin 4x10%, adipogenezis igin 2x10* hiicre olacak sekilde ii¢ tekrarli
olarak 12 li welle ekim yapild1.

Yag dokuya farklilasma icin Stem Pro Adipogenesis farklilasma kiti (Gibco, A-
10070-01) ve kemik dokuya farklilasma i¢in Stem Pro Osteogenesis farklilagsma kiti
(Gibco, A-10072-01) kullanildi. Diferensiyasyon medyumu olarak 90 ml bazal medyum,
10’ ar ml adiposit ve osteosit supplementleri ve 50 pl gentamisin karigimi kullanildi ve

medyum 72 saatte bir degistirildi.

Oil Red O ile Adiposit Farkhlasmasimin Tespit Edilmesi

Farklilagsma medyumunda 21 giin inkiibe olan hiicrelerden kiiltiir medyumunu

uzaklastirilarak DPBS ile yikandi.
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Hiicreler 30 dakika siire ile %4’ lilk formaldehit soliisyonunda tutularak tespit edildi
ve DPBS ile 2 kez yikandi. 15 mg oil red O (Sigma, MAK194) %99 izopropanol ile 5 ml
ye tamamlanarak stok boya hazirlandi ve bundan 3 birim alinarak 2 birim distile su ile
karigtirilarak 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek siiziildii. Taze hazirlanmis olan oil red
O boyasi pleytlere koyularak 30 dakika siire ile inkiibe edildi. Boyama sonunda hiicreler
distile su ile yikanarak 151k mikroskop altinda incelendi. Olusan yag damlaciklar1 invert

mikroskop ile goriintiilendi ve yag dokuya farklilagma belirlenerek kayit altina alind:.

Alizarin Red S ile Osteosit Farkhlasmasinin Tespiti

Farklilasma medyumunda 21 giin inkiibe olan hiicrelerden kiiltiir medyumunu
uzaklagtirilarak DPBS ile yikand1.

Hiicreler 30 dakika stire ile %4’ liikk formaldehit soliisyonunda tutularak tespit edildi
ve iki kez distile su ile yikandu.

Distile su ile hazirlanmis %2’ lik Alizarin Red S ¢ozeltisi (pH 4,2) ile 5 dakika
boyandi. Boyanma isleminden sonra 3 kez distile su ile yikanan hiicreler 151k mikroskop

altinda incelenerek fotograflar1 alindu.
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3. BULGULAR

izole Edilmis Olan Luteal Hiicrelerin Mezenkimal Kok Hiicre

Medyumunda Kultart

Sekil 3.1. Mezenkimal kék hiicre medyumunda inktibe edilen luteal hiicreler A:
0. Saat, B: 6. guin, C: 9. guin, D: 27. Giin, 2x10° hiicre, (X100)
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Mezenkimal kok hiicre besi yerinde iireyen luteal hiicrelerin yiizeye tutunduklari,
prolifere olduklar1 hiicrelerin fibroblast morfolojisine sahip olduklar1 belirlendi (Sekil

3.1).

Luteal Hucrelerden Elde Edilen Kok Hucrelerin Flow Sitometri ile Ytzey
Markirlarinin Belirlenmesi (Luteal Hiicrelerin Karakterizasyonu)

Ovaryumdan elde edilen luteal hiicrelerin ikinci kez pasajlanmasindan sonra CD11b ve
CD45 yiizey markirlarmin tasimadiklary, bunun yaninda tasimalar1 beklenen CD90 ve
CD49 yiizey markirlarmin tasidigi flow sitometri cihazi 6l¢iim sonuglarinda grafik ve

tablo olarak gozlendi (Sekil 3.2, 3.3).

apecimen_001-MNEGATIF ggecimen 001-MEGATIF
2]
= =
Pz S B3
o
=
wt o ® w' ow? ot it
CO1T1BIC PE-A CD4aR waa0-A
Tube: MEGATIF
Faopulation #Events %WParent %Total
._ All Events 10,000 e 1000
[l P &,039 B0.4  G04
199 3.3 2.0
147 24 1.4
30 0.4 0.3
5,847 9r.0 58.6
a 0.1 0.0
236 24 24

Sekil 3.2. CD11b ve CD45R yiizey markirlarinin negatif oldugunu gosteren
flow sitometri sonuglari
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Sekil 3.3. CD90 ve CD49 yiizey markirlarinin pozitif oldugunu gosteren flow
sitometri sonuclari

Luteal hiicrelerden elde edilen mezenkimal kdk hiicrelerin farkh hiicre hatlarina
doniismesi (diferensiyasyonu)

Elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin koken aldigi hiicreden farkli hiicre hatlarina
farklilagabildiginin gosterilmesi i¢in adiposit ve osteosit baskalasim medyumlarinda 72
saatte bir medyum degisimi yapilarak 21. giine kadar kiiltiire edildi.

Adipojenik hiicre farklilagma medyumunda, her 72 saatte bir medyum degistirilerek
21 giin siire ile tutulan hiicrelerin farklilagmalar1 mikroskopta goriildii. Bu siire sonunda
hiicreler oil red O ile oda sicakliginda 30 dakika boyandi. Boyanan kiiltlire edilmis
hiicrelerin sitoplazmalarmda olgun adiposit hiicrelerinin karakteristik 6zelligi olan ¢ok

sayida yag dolu tanecikler gozlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Oil Red-O ile boyanms adipositler, (X400)

Osteojenik farklilasmanin histolojik olarak gosterilmesi amaciyla osteojenik
farklilagma medyumunda 21 giin siire ile her 72 saatte bir medyum degistirilerek inkiibe
edilen hiicreler bu siire sonunda Alizarin red ile boyandi. Boyama sonucu ekstraselliiler

matrikste koyu renkli bolgeler halinde kalsifikasyon gozlendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Alizarin Red ile boyanmis Osteositler, (X100)
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismanin temel amaci mezenkimal kok hiicre elde etmek i¢in yeni bir kaynagin
daha varhigmi gostermekti. Bu amagla rat korpus luteumundan izole edilen luteal
hiicreler kullanildi ve in vitro yontemlerle luteal hiuicrelerden kok hiicre elde edilmesi
yaninda elde edilen kék hicrelerin morfolojik, immunfenotipik 6zellikleri ile blyume-
cogalma, farklilagma oOzellikleri de incelendi. Granulosa hiicrelerinin kdk hiicreye
dontisebildigini gosteren (Lange-Consiglio ve ark, 2016); gen¢ ve eriskin fare
ovaryumlarmmda embriyonik kok hiicrelerin varligimi1 gosteren (Esmaeilian, 2010); yeni
dogan, pubertal, ergin ve yash donem folikiil oositlerinde, sekonder ve tersiyer
folikiillerin granuloza hiicrelerinde kok hiicrelerin bulundugunu immunohistokimyasal
ve RT-PCR c¢alismalarla destekleyen (Gok, 2011); ovaryum dokusunun explant
yontemiyle kiiclik parcalara aywrararak dogrudan kiiltiir flaskina ekimi ile kok hiicre
varlhigini bildiren (Besik¢ioglu, 2015) calismalar bulunsa da izole edilen luteal hiicrelerin
primer hicre kualtrd ile in vitro olarak kok hiicreye doniisebilecegi daha Once
arastirilmamis bir konudur. Arastirma sonuglarmin kisirlik, polikistik over sendromu ve
kanser gibi ovaryum kaynakli hastaliklarin tedavisinde ve olduk¢a 6nemli bir yere sahip
olacagi diisiliniilmektedir.

Arastirmada rat korpus luteumundan elde edilen luteal hiicreler L glutamin ve
sodyum bikarbonat igeren DMEM/F12 medyumunda inkiibe edilerek sayica ¢ogalmalar1
sagland1. (O’Shaughnessy ve Wathes, 1985). Uretilmelerinde 6zellikli bir medyum
kullanmaya ihtiya¢c duyulmamasi nedeniyle in vitro kosullarda fibroblast benzeri {ireme
gosteren luteal hiicrelerin izolasyonunun diger mezenkimal kok hiicre izolasyonlar1 gibi
kolay oldugu sdylenebilir. Mezenkimal kok hiicrelerin kolay izolasyonu yaninda in vitro
ortam da oldukca ylksek oranda ureyebilme; osteoblast, kondrosit, adiposit, kardiyosit,
noral hiicre ve hemapoetik destekli stroma hiicrelerine farklilagabilmesi ve hasara
ugramis dokuyu tamir edebilme Ozelliklerinin de bulunmasi (Dawn ve Bolli, 2005)
onlarm kok hiicre tedavisinde kullanilmasini cazip bir arag kilar. Pratikte luteal hiicre

elde edilmesi i¢in korpus luteumun kullaniminin kolay olmamas1 bir problem gibi
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gorinmektedir Ancak ovaryumun Kkendi dokusundan izole edilen kodk hiicrenin
ovaryumun fonksiyonel problemlerinde tedavi edici olarak kullanilabilmesi igin
denenmesi gereken bir alternatif yontem olarak diisiiniilmektedir. Ayrica istege bagh
nedenlerle viicuttan alinan ovaryumlardan elde edilen luteal hiicrelerin de kok hiicre
kaynag1 olarak kullanilabilecegi ve bunlarin allojenik nakillerde ve tedavilerde
kullanilabilecegi de varsayimlarimiz arasindadir.

Elde edilen hiicrelerin immun fenotipik karakterizasyonu igin hemapoetik yiizey
markirlar1 olan CDI11b ve CD45 varliginin elde edilen hiicrelerin yiizeylerinde
bulunmadig tespit edilmis dolayisiyla elde edilen hiicrelerin hemapoetik kok hiicreler
olmadigini gostermektedir.

Bu ¢aligmada eriskin ratlarin korpus luteumundan elde edilen hiicrelerin

1. Plastik ytzeylere tutunma 6zelliklerinin bulundugu,

2. Uzun sire béltnerek kendini yenileme 6zelliklerine sahip olduklari,

3. Adiposit ve osteositlere farklilagsma 6zellikleri oldugu,

4. Mezenkimal kok hiicre yizey markirlarindan CD49 ve CD90 yiizey
antijenlerini eksprese ettikleri,

5. Hemapoetik kok hiicre yiizey markirlarindan olan CD45 ve CD11b
antijenini tasimadiklar1 i¢in hemapoetik kokenli olmadiklar1 belirlendi.

Diferensiyasyon ¢alismalari da flow sonuglarini desteklemektedir.

Elde edilen hiicreler mezenkimal kok hiicre olarak tanimlanabilmek icin gerekli
oldugu belirtilen (Dominici ve ark, 2006) plastik yuzeylere tutunma, 6zel ylzey
antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent farklilasma potansiyeline sahip olma
Olgiitlerinin her iiclinii de saglamaktadir. Bu yilizden bu hiicreleri erigkin multipotent
mezenkimal (stromal) kok hiicre olarak adlandirilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
Dolayisiyla korpus luteumun, multipotent 6zellikteki yetiskin mezenkimal kok hiicreleri
icerdigi belirtilen beyin, dalak, bobrek, bobrek glomeriilii, akciger, kemik iligi, kas,
timus ve pankreasa (Da SilvaMeirelles ve ark, 2006) ek olarak yeni bir kaynak olarak

kabul edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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Luteal hiicrelerin multipotent eriskin mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak
kullanilip kullanilamayacagi gelecekte yapilacak in vivo galismalara bagli olarak netlik

kazanacaktur.
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