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OZET

Amag¢: Kok hiicreler giinlimiizde bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Mezenkimal kok hiicrelerin farkli dokulara farklilasma kapasiteleri ve kendilerini yenileme
Ozellikleri rejeneratif tipta kullanilmasinda iki 6nemli yapitagini olusturmaktadir. Fakat
mezenkimal kok hiicrelerin insan viicudunda ¢ok fazla sayida bulunmamasi ve her
dokudan elde edilen kok hiicrenin istenilen doku tipine farklilastirilamamasi yeni
kaynaklarin arastirilmasit gerekliligini ortaya koymustur. Bu yilizden kan damarlarinin
gevresinde bulunan 6zellesmis hiicre topluluklarindan biri olan perisitlerin bu ¢alismada
alternatif bir kaynak olabilir mi sorusuna yanit aranmaktadir. Boylece mezenkimal kok
hiicrelerin ~ siirli  kaldigr  alanlarda damar c¢evresinde bulunan bu hiicrelerin

kullanilabilmesinin 6nii agilabilecektir.

Yontem: Perisitler plasentadan izole edilmis ve pasaj 3’te karakterize edilmistir. Kemik
iligi mezenkimal kok hiicreler ise KOGEM’de bulunan hiicre hatlarindan kullanilmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerin de karakterizasyonu pasaj 3’te gerceklestirilmistir. Bu iki
hiicrenin pluripotensi kapasiteleri gen ekspresyon analiziyle karsilastirilmistir. Caligmanin
ikinci asamasinda ise hiicreler osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmaya
alimmustir. Hiicreler 7, 14., ve 21. giinlerde gézlemlenerek hem gen ekspresyonu agisindan

hem de immunohistokimyasal yontemlerle farklilasma kapasiteleri karsilastirilmistir.

Bulgular: Plasental perisitlerin ve kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin pluripotensi
ozelliklerinin karsilastirilmasi sonucunda pluripotensi genleri olan Lin28, ZPF42, FoxD3,
UTF1 ve Sox2’ de anlamli bir yiikelis meydana gelmistir. GATAG6, Nr6al, Msx1 ve Pdx1
genlerinde ise her iki hiicre tipinde de anlamli bir tretim goézlemlenmemistir. Ayrica
perisitlerin  osteojenik, adipojenik ve  kondrojenik  farklilasma  gdsterdikleri
gozlemlenmistir. Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerde de oldugu gibi

osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmaya gidebildikleri gézlemlenmistir.

Sonug¢: Bu calisma sonucunda perisitlerin de mezenkimal kok hiicreler gibi farklilasma
kapasitelerinin yiiksek oldugu ayrica ¢ogalma kapasitelerinin yiiksek olmasi sonucunda
mezenkimal kok hiicreler gibi rejeneratif tipta ve doku miihendisligindeki bir¢ok calismada
kullanilabilecegi gosterilmistir. Boylece mezenkimal kok hiicrelerin yetersiz kaldigi

alanlarda ve ¢aligmalarda perisit alternatif bir hiicre kaynagi olarak kullanilabilir.
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ABSTRACT

Objective: Stem cells are currently used in the treatment of many diseases. The
differentiation capacities of the mesenchymal stem cells to different tissues and their
renewal properties constitute two important building blocks in the use of regenerative
epithelium. However, the fact that mesenchymal stem cells are not found in the human
body in large numbers and the fact that the root cell from each tissue can not be
differentiated to the desired tissue type has necessitated the search for new sources.
Therefore, the question is whether pericytes, one of the specialized cell circles around the
blood vessels, can be an alternative source in this study. Thus, in areas where

mesenchymal stem cells are limited, these cells in the vicinity of the vessel may be used.

Method: Pericytes were isolated from placenta and passage 3 was characterized. Bone
marrow mesenchymal stem cells were used from the cell line found in KOGEM.
Characterization of mesenchymal stem cells was carried out in passage 3. The pluripotency
capacities of these two cells were compared by gene expression analysis. In the second
phase of the study, cells were differentiated into osteogenic, adipogenic and chondrogenic
differentiation. Cells were observed at days 7, 14, and 21, and the differentiation capacities

for both gene expression and immunohistochemical methods were compared.

Result: Comparison of the pluripotency properties of placental pericytes and bone marrow
mesenchymal stem cells resulted in a significant increase in the pluripotency genes Lin28,
ZPF42, FoxD3, UTF1 and Sox2. In GATAG, Nr6al, Msx1 and Pdx1 genes, no significant
production was observed in both cell types. It has also been observed that pericytes show
osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation. It has been observed that
osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation can occur as well as in bone

marrow mesenchymal stem cells.

Conclusion: As a result of this study, it has been shown that pericytes have high
differentiation capacities, such as mesenchymal stem cells, and that their reproductive
capacity is high, which can be used in many studies in regenerative tissue and tissue
engineering, such as mesenchymal stem cells. Thus, pericide can be used as an alternative

cell source in areas where mesenchymal stem cells are insufficient and in studies.



Key words: Placental Pericytes, hBM-MSC, Pluripotency, Differentiation
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1. GIRIS

1.1.Perisitler

Perisitlerin kesfi Fransiz bilim insan1 Charles Marie Benjamin Rouget tarafindan
1873 yilinda yapilmistir. Rouget’a gbére bu hiicreler kiiclik kan damarlarinda endotel
hiicrelerinin ¢evresinde bulunurlardi (Rouget,1873). Ayrica bu hiicrelerin kasilma
ozellikleri mevcuttu. Fakat bu hiicrelerin asil kesfi Eberth tarafindan iki sene 6nce 1871
yilinda gergeklestirilmistir (Eberth,1871). Bu hiicrelerin tanimlamasi daha sonraki yillarda
bircok sekilde gergeklestirilmistir. Fakat islevleri ve tamamen saf kiiltiir olarak elde
edilmesi tamamiyle basarilamamigstir. Daha sonralari Zimmermann bu hiicrelere Rouget
hiicreleri dediyse de bu hiicrelerin isimlendirilmesi perisit olarak gergeklestirilmistir
(Zimmermann, 1923). Fakat daha sonraki yillarda da bu hiicrelerin dogru tanimlamasi

gerceklestirilememistir.

Bu hiicrelerin tamamen saf olarak elde edilememesinin nedenlerinden biri de
vaskiiler diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar ve epitel hiicreleriyle karistirilabiliyor
olmalaridir. Perisitlerin diger hiicrelerden tamamiyle ayirt edilebilecek hiicre belirteci
bulunmamaktadir. Bu yiizden de perisitlerin ayristirllmasinda sorunlar yasanmaktadir. Bu

baglamda birden fazla hiicre belirteci ile birlikte perisitler karakterize edilebilmektedir.

Glinlimiizde yapilan bazi1 c¢alismalarda mural hiicrelerin mezenkimal kok
hiicrelerden koken aldigr sOylenmistir. Ayrica mural hiicrelerin birden fazla gelisim
tabakasindan koken aldigi gézlemlenmistir. Bu galismalara gore, bas bolgesindeki merkezi
sinir sistemi mural hiicrelerinin kokeni noral krestten, akciger, karaciger damar
yapilarindaki mural hiicrelerin kokeni mezotelden gelmektedir. Perisitlerin morfolojileri
tanimlanmast molekiiler seviyede de yapilabilir fakat halen perisitlere dzellesmis hiicre
belirtegleri tanimlanamamigtir. Ayni zamanda perisitlerin gen ekspresyon seviyeleri
organlarda ve gelisim siirecine gore farklilik gosterdigi igin tam anlamiyla bir tamimlama

yapilamamaktadir.

Perisitlerin tanimlanmasinda PDGFRB, NG2, CD146 ve CD13 hiicre belirteglerinin
birlikte gozlemlenmesi 6nemlidir. (Armulik A, 2011)



Ayrica yapilan c¢aligmalarda perisitlerin siniflandirildigr goézlemlenmistir. Bu
calismalara gore perisitler iki gruba ayrilmaktadirlar. Bu iki grup hiicre belirteglerine gore
farklilik gostermektedir. Ayrica bu iki hiicre tipinin farkli hiicre tiplerine farklilasma

kapasiteleri mevcuttur.

Perisit morfolojisi tiirler, dokular ve damar yapisina gore farklilik gosterir. Ayrica
hiicre biiyiikliikleri viicudun cesitli bolgelerinde farklilik gostermektedir. Bu hiicreler
lenfatik damarlarin g¢evresinde bulunmadiklart gibi kiiciik kan damarlarinin g¢evresinde
bulunurlar. Perisitlerin hiicre yapisini gozlemleyecek olursak biiyiik bir ¢ekirdek ve az
miktarda sitoplazma goriiliir. Ayrica abluminal endotel duvarimi sarmak i¢in uzantilari

mevcuttur.

Perisit ve endotel hiicreler ayn1 mikrogevreyi paylasirlar ve bu etkilesim bazal
membran yapisini olusturmaktadir. Perisit endotel etkilesimlerinin sayis1 ve biiyiikliikleri
dokular arasinda degisiklik gosterir (Armulik, A., 2005). Bazal membran yapisinda endotel
hiicreler ve perisitlerin etkilesimleri: “’Peg-socket’’, adezyon plaklari, oluklu baglanti ve
yakin baglantilar olmak iizere simiflandirilabilir. Peg-socket etkilesiminde endotel
hiicrelerinin sitoplazmik yapilari perisitlerin hiicre yapisinin i¢ine dogru girinti yapar. Bu
bolgede bazal membran yapist gozlemlenmez. Adezyon plaklarinda perisit plazma
membran ve endotel sitoplazmasinin etkilesimi olarak gozlemlenir. Bu yapida fibronektin
baglantilart goriilir ve bu alanlar N-cadherin bagimli baglantilar1 olusturur. Ayrica
adezyon plaklar1 mikrofilament demetlerdir. Oluklu baglantilar da endotel hiicresi ve
perisitler arasinda gozlemlenir. Oluklu baglanti benzeri bu yapilar in vivo ortamda
gozlemlenmezken in vitro ortamda goézlemlenir. Endotel ve perisit arasinda TgfB’nin
tiretilmesi bu baglantiyr gerektirir. ‘Close occluding’ baglantilarda ise perisit ve endotel
hiicrelerinin birbirine ¢ok yakin alanlar s6z konusudur. Bu baglantilar daha ¢ok perisitlerin
kose yapilarinda gozlemlenirken baglanti 6zelligi 6nemli bir yer kaplamaktadir (Diaz-
Flores at al., 2009).

Perisitlerin bulunduklar1 alanlar damar yapisina gore farklilhik gostermektedir. Bu
ozelliklerinden dolay1 kiiclik damarlarda endotel yapisinin abluminal yilizeyinde bulunur.
Arteriollerin ¢evresindeki yapilar ise vaskiiller diiz kas hiicreleridir. Bu hiicreler
sitoplazmik yapisi az olan diiz ve igsi goriiniimiindeki yapilardir. Prekapiller arteriollerde
ise perisit hiicre govdesi disa c¢ikik yapilar gosterir ve endotel tabakasini saran yapilar

mevcuttur. Kapillerlerin dallanma bdlgelerinde perisitlerin soma denilen boliimleri



mevcuttur. Bu damarlarda perisitler yuvarlak hiicre seklindedir ve perisitlerin bu yapilari
endotel tabakasi boyunca hareket etmelerini saglamaktadir. Post-kapiller veniillerde ise
hiicre govdesi yassi sekil alir ve ince ags1 yapilar olusur. Bu bolgede perisitler daha biiyiik
yapilardir. Veniillerde ise diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler biiyiik ve yildiz
seklindedir. Ayrica hiicre govdelerinin birden fazla uzantis1 mevcuttur. Diiz kas hiicreleri
arteriollerden farkli olarak endotel tabakasini dairesel olarak sarmazlar (Gerhardt et al.,
2000).

Perisitler ve endotel hiicreler paylastiklar1 bazal membrandaki etkilesimleri birgok
molekiiler mekanizmanin da paylasilmasini saglar. Bu molekiiler mekanizmalarla birlikte

bircok hiicre islevi gerceklestirilmektedir.

1.1.1. PDGF-B/PDGFRp Yolag:

Anjiyogenez sirasinda PDGF-B endotel hiicreleri PDGFRp ise mural hiicreler
tarafindan iiretilir. Uretilen PDGF-B gelismekte olan perisitlerin yiizeyindeki PDGFRp
proteinine baglanir. Ayrica PDGF-B/PDGFRp yolagi yeni olusan damarlarda rol alir
(Soriano, 2011). Ayrica perisitlerin proliferasyonunda ve gogiinde goérev alir. Bir diger
gorevde de PDGF-B aortik ve vendz farklilagmasi ve differensiasyonunda rol alir. Ayrica

gelismekte olan arterlerde PDGF-B ekspresyon seviyeleri yiiksektir (Leveen et al., 1994).

® rocrs
‘ POGFR-B

Endotel Hiicresi

Cizim 1.1 Perisit ve endotel hiicre iligkisi (Armulik,2005)



1.1.2. TGF-p

TGF-f molekiilii vaskiiler gelisim ve fonksiyon i¢in gereklidir ve endotel
tabakasindan salgilanan TGF-B perisit farklilasmasinda da 6nemli rol oynar. Bir diger
islevinde de endoglin ALK sinyalini aktive ederek proliferasyonu saglar (Goumans et al.,
2002). Ayrica TGF-B sinyali mezenkimal kok hiicrelerin perisitlere farklilasmasini
sagladig1 da gozlemlenmistir (Dickson et al., 1995). Bu yapida oluklu baglantilar TGF- 3
gecisi i¢cin 6nemlidir. Endoglin TGF-B yolaginda gorev alan bir transmembran protein ve

anjiyogenezde gorev alir (Lan et al., 2007)

TGF-p sinyali(endotel hiicrelerdeki) TGF- ‘nin iiretimini ve hiicreler tarafindan
salinmasina neden olur. Uretilen TGF-B mezenkimal hiicrelerden perisitlerin iiretilmesini

saglar ayn1 zamanda daha fazla TGFp tiretilmesini saglar(Urness et al., 2000).
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TGF iiretimi

Endotel Hiicresi

Cizim 1.2 Perisitler ve endotel hiicrelerindeki hiicre yolagi iliskisi(Armulik,2005)



1.1.3. Angiopoietin-Tie2

Bu sinyal yolagi endotel hiicrelerle perisitler arasinda iletisimi saglar. Bu sinyal
yolaginda Angl endotel hiicre tabakasi i¢in perisitler tarafindan iiretilen parakrin bir
sinyaldir (Davis et al., 1996). Damar olgunlagsmasi ve damarin stabil durumda kalmasi igin
Angl/Tie2 etkilesimi gerekmektedir (Falcon et al., 2009). Ang2/Tie2 yapisi ise antagonist
olarak caligarak damarin stabil yapisinin kaybolmasina sebep olmaktadir(Sundberg et
al.,2002)

Angl
Ang2

Tie2

X N |

~ HSPG

stabilizasyonu
Damar filizlenmesi
Perisit kaybr

Endotel hiicresi

Cizim 1.3 Perisitler tizerinde Angiopoietin etkisi. (Armulik,2005)

Mezenkimal kok hiicrelerin damar yapisinin yaninda bulunmasi viicuttaki ¢ogu
dokudan elde edilebilmesini agiklamaktadir. Perisitler mezenkimal kok hiicrelere benzer
yapidadirlar. Bu ylizden mezenkimal kok hiicrenin oncli yapist olabilecekleri ortaya
atilmistir (Nombela-Arrieta, C. et al., 2011). Ayrica perisitlerin hematopoetik kok hiicre
niginin devamliligini  saglamaya yardimci olabildikleri sdylenmektedir. Damar
duvarlarindaki mezenkimal kok hiicrelerle perisitler arasindaki iliski {izerine ¢alismalar da
mevcuttur (Caplan, Al., 2008). Perisit tanimlanmasinda perisitlerin bulunduklar1 bolgeler,
morfolojileri ve gen/protein ekspresyon analizleri kullanilmaktadir. Ayrica perisitler

vaskiiler gelisimde ve homeostazinda fizyolojik roller iistlenirler (Petrova et al., 2004).
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Yetiskin doku tamirinde kok hiicre ve onciil hiicre kaynagi olarak kullanilabilirler.
Perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin de bulundugu perivaskiiler hiicreler birgok
organ ve dokudan elde edilebilir. Perisitler kan akis1 diizenlenmesi, enflamasyon, immiin
sistem, yara iyilesmesi, damarsal gelisim ve anjiyogenez, dokuya 0zel gorevlere sahiptirler

(Dudek, 2009).

Elde edilen bu hiicreler doku yenilenmesi ve anjiyogenezde onemli rol oynarlar.
Perisitlerle yapilan calismalar kas, kemik ve deri yenilenmesi iizerinde yogunlagmuistir.
Perivaskiiler hiicreler doku miihendisliginde dokunun ve organin yenilenmesi igin
kullanilmas hedeflenir (Tavazoie et al., 2008). Kalp, iskelet kasi, kemik ve cilt yaralarin
onarmaya yonelik farkli stratejiler gelistirilmektedir. Bu stratejilerden bazilar1 su sekilde

siralanmaktadir;

a) Vaskiiler greftler:

Perisitler damarsal yapilar1 olusturmada iyi bir segenek oldugu bilinmektedir. Bu
hiicreler ayn1 anatomik yapidan koken aldiklar1 i¢in damar kasilmasimi gelistirebilir. Ayni
zamanda perisitler ve endotel hiicreler arasindaki etkilesim endotel hiicrelerin
proliferasyonunu ve gogiinii hizlandirabilir. Vaskiiler yapilarda en ¢ok tercih edilen hiicre
tipi genis damarlardaki diiz kas hiicrelerdir. Perisitlerle ilgili doku miithendisligi ¢alismalar1

artmaktadir.

b) Iskelet ve Kardiyak Kas Greftleri:

Kalp krizi vakalarinin sonrasinda kok hiicre transplantasyonlar1 uygulanmaktadir.
Bu uygulamalarda perisitlerin de kullanildigi calismalar mevcuttur. Siganlar iizerinde
yapilan ¢alismalarda perisitlerin kullanildig1 bolgelerde kardiyak fonksiyonlarinda artma

ve etkilenen kismin boyutunda azalma goriilmiistiir (Diaz-Flores et al., 2009).

¢) Kemik Yenilenmesi:
Kemik iliginden elde edilen kok hiicreler kemik yenilenmesi i¢in en c¢ok tercih
edilen hiicrelerdir. Yapilan calismalarda insan yag dokusundan elde edilen perivaskiiler

hiicrelerin osteoblastlara ve osteositlere farklilagsma kapasiteleri vardir. Umblikal korddan



elde edilen perivaskiiler hiicrelerin kemik yenilenmesinde o6nemli rol oynadigi

gosterilmistir (Diaz-Flores et al., 2009).

d) Deri Yenilenmesi:

Deri yenilenmesinde kullanilan yontemlerde basari saglanamamistir. Umbilikal
korddan elde edilen perivaskiiler hiicreler yara iyilesmesinde olumlu etki gosterdigi
bulunmustur. Perisitlerin kemik iliginden elde edilen hiicrelerden daha fazla iyilestirme

giicii oldugu gosterilmistir (Dai et al., 2009).

1.2 Kok Hiicreler

Kok hiicreler viicudumuzun gesitli bolgelerinde bulunan farklilasma kapasiteleri
yiiksek ve kendilerini yenileme 6zellikleri olan hiicre topluluklaridir. Bu hiicre topluluklari
kesfedildigi giinden bu yana bir¢cok hastalifin tedavisinde ve doku rejenerasyonunda
kullanilmaktadir. Kok hiicrelerin bir¢ok 6zelligi bu sekilde kullanilmasini saglamaktadir.
Bunlardan ilki kék hiicrelerin kendini yenileyebilme ve bdliinme 6zelliklerinin diger
hiicrelerden daha gelismis olmasidir. Ayrica bu hiicre grubu herhangi bir hiicreden
farklilagmadig1 gibi farkli hiicre gruplarma farklilasma &zelliklerinin mevcudiyeti s6z
konusudur. Bu hiicre toplulugunun her ii¢ germ tabakasina farklilagabilme kapasiteleri
kendilerini yenilemeyen doku ve organlarin yerine gegebilecek yeni doku ve organlarin
olusturulmas1 hedeflenebilmektedir. Bu hiicreler diger hiicrelerden belirli hiicre

belirtecleriyle ayrilmaktadirlar. Kok hiicreler potenslerine gore siniflandirilabilirler.

Totipotent Kok Hiicreler: Bu hiicre toplulugu embriyo blastomerlerinde
bulunmaktadir. Do6llenme olustuktan sonraki 8 hiicreli asamada bu hiicrelerin varligi
bilinmektedir. Bu hiicreler tiim organizmayr ekstra embriyonik dokularla birlikte
olusturabilme kapasitesine sahiptirler. Ayrica bu hiicreler tiim hiicrelere farklilasma

kapasitelerine sahiptir.

Pluripotent Kok Hiicreler: Bu hiicreler dollenme sonrasinda 16 hiicreli blastokist
yapisinin i¢ kisminda bulunmaktadirlar. Bu hiicreler tiim organizmayi olusturabilme
kapasiteleri olmasa da ii¢ germ yapragina da farklilasabilme kapasiteleri mevcuttur.

Burdaki kok hiicreler embriyonik kok hiicre olarak adlandirilmaktadir.



Multipotent Kok Hiicreler: Bu hiicreler kendi elde edildikleri dokudaki hiicrelere
farklilagabilirler. Bu hiicrelerin farklilasma kapasiteleri mevcuttur fakat embriyonik kok

hiicrelerde oldugu gibi her doku ve organa farklilagsma kapasiteleri mevcut degildir.

Oligopotent Kok Hiicreler: Bu hiicre toplulugunun farklilasma kapasiteleri ¢ok
yiisek degildir. Sadece belirli tipteki hiicrelere farklilagabilirler.

Unipotent Kok Hiicreler: Bu hiicreler sadece bulunduklar1 organda kendi

Ozelligindeki hiicrelere kendini yenileme seklinde farklilasabilirler.

Kok hiicreler potensileri haricinde ayrica embriyonik ve yetiskin canlilarin
dokularinda bulunduklar1 yere gore de smiflandirilabilmektedir. Embriyoda; plasenta,
gobek kordonu ve jarton jelinde Embriyonik Kok Hiicreler bulunabilirken yetigkinlerde;
kemik iligi, yag dokusu, periferik kan, siit disi ve birgok organda organa 6zgii kok hiicreler

bulunmaktadir.

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) yetiskinlerde 6zellikle kemik iligi olmak {izere,
yag dokusunda, kas dokusunda ve periferik kanda bulunabilmektedir. Kemik iliginde
hematopoetik kok hok hiicreler ile ayni nisi paylasan MKH’ler, kan hiicrelersng meydana
getiren hematopoetik kok hiicrelerden farkli olarak mezenkim dokusundan koken alan
hiicreleri meydana getirebilmektedirler. Uluslar arasi Hiicresel Terapi Toplulugu 2001

yilinda MKH’leri tanimlamak igin bazi standartlar belirlemislerdir. Buna gore;

e Plastik kiiltiir kabina yapisan,

e In vivo ortamda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagsmaya
gidebilen ve

e (D73, CD90 ve CDI105 yiizey belirteglerini tasirken, CD45, CD34, CD11b,
CD31 ve HLA-DR belirteglerine sahip olmayan her hiicre mezenkimal kok
hiicre olarak adlandirilabilir. (Gnecchi 2016)

Kok hiicrelerin gorevleri arasinda immiin sistemi diizenleme gorevleri de
mevcuttur. Bu nedenle artik doku ve organ naklini konu alan bir¢ok ¢alismada mezenkimal

kok hiicreler de immiin sistemi diizenleyen faktorler olarak hastaya verilmektedir.

Doku miihendisligi ¢alismalarinda yeni doku ve organ yapiminda da kok hiicrelerin
farklilagtirilarak yeni doku ve organlara farklilastirilabilmesi de ilerde bilim diinyasinda

yenidiinyalarin agilabilecegi s6z konusudur.



2. AMAC

Giliniimiizde hem rejeneratif tipta hem de bir¢ok hastaligin tedavisinde farkli
yontemlerin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Fakat kaybolan ya da yitirilen bir olgunun
insan viicudunda yerine konulabilmesi yeterince kolay degildir. Bu yiizden bir¢ok
calismada kaybedilen 6zelligin farkli yontemlerle yerine konulmasi amaglanmaktadir. Bu
calismalarda artik giiniimiizde hiicre bazli calismalar onem kazanmaktadir. Insan
viicudunda zaten halihazirda bulunan hiicrelerin farklilasma kapasiteleri ve bir diger
hiicrenin yerine konulabilmesi hastaliklarin tedavisinde 6nemli denilecek bir adim

olusturmus olmaktadir.

Kok hiicreler gilinlimiizde birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Mezenkimal kok hiicrelerin farkli dokulara farklilasma kapasiteleri ve kendilerini yenileme
Ozellikleri tedavi amagli kullanilmasinda iki 6nemli yapitasini olusturmaktadir. Fakat
mezenkimal kok hiicrelerin insan viicudunda ¢ok fazla sayida bulunmamasi ve her
dokudan elde edilen kok hiicrenin istenilen doku tipine farklilastirilamamasi yeni
kaynaklarin arasgtirilmasi gerekliligini ortaya koymustur. Bu yiizden kan damarlarinin
cevresinde bulunan 6zellesmis hiicre toplulukarindan biri olan perisitler bu g¢aligmada
kullanilmistir. Perisitler insan viicudundaki kan damarlarinin etrafinda bulunmaktadirlar.
Ayrica yapilan bir¢ok ¢aligmada bu hiicrelerin rejeneratif 6zellikleri ve kok hiicreye benzer
ozellikleri oldugu gozlemlenmistir. Yaplan literatiirdeki c¢aligmalardan yola ¢ikarak iki
hiicre tipinin farklilagsma kapasiteleri karsilastirilacaktir. Farklilasma kapasitelerini ortaya
koymak i¢in hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagmalari
gozlemlenecektir. Ayrica iki hiicre tipinin de pluripotensi dzellikleri de karsilastirilacaktir.
Boylece tedavide ve kok hiicre ile ilgili yapilacak calismalarda hangi hiicrelerin daha iyi

bir kaynak olacagi se¢ilmesi amaclanmaktadir.



3. YONTEM

3.1. Perisit izolasyonu

Yapilan ¢alismada kullanilan perisit hiicreleri, insan plasenta dokusundan izole
edilmistir. Sezaryen dogum yapan kadin bireyin plasentasinin alinmasi hususunda onam
formu ile izni alinmig ve birey bilgilendirilmistir. Alinan plasenta dokusundan, perisitlerin
genel olarak lokalize oldugu kiigiik damarlarin yogun olarak bulundugu gdébek kordonu
etrafi tespit edilerek alindi. Damarlarca zengin bu bélgeden hem mekanik yontem ile hem
de enzimatik yontem ile izolasyon islemi yapildi. Plastik petri kabi i¢ine aliman doku,
bistiiri yardimi ile mekanik olarak kiigiik pargalara ayrildi. Dokularin pargalanip, hiicrelerin
aciga ¢ikmasini saglayabilmek igin pargalara ayrilan dokular Kollajenaz/Tripsin enzimleri
kullanildi. Deney tiiplerine aktarilan doku pargalarimin itizerine 3mg/ml oraninda
Kollajenaz ve 1mg/ml oraninda Tripsin enzimi ilave edilerek 37°C’da 2 saat boyunca
calkalamali su banyosunda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda dokulardan ayrilmis olan
hiicreleri elde edebilmek amaciyla kimyasal olarak da pargalanan doku, 100um’lik steril
hiicre filtresinden gegirildi. Elde edilen hiicreler bakimindan zengin bu kisim, 50 ml’lik
tiipte topland1 ve tizerine bazal bir besi ortami olan Dulbecco's Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) eklendi. Daha sonra 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
islemi yapilip sivi kisim atildi. Bu sekilde enzimi uzaklagtirmak igin iki defa bazal besi
ortami1 kullanilarak hiicreler yikama islemine tabi tutuldu. Son yikama isleminin ardindan
stvt kisim atildiktan sonra kalan hiicre peleti 1ml bazal besi ortami ile siispanse edilerek,
%1 penisilin-streptomisin (10.000 U/ml) ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum) igeren
DMEM-F12 besi ortamina ekildi. Hiicrelerin besi ortami, iki ila ii¢ giinde bir PBS ile
yikandiktan sonra yeni besi ortami ile degistirildi. Hiicreler 37°C’de %5 CO; igeren
ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler kiiltiir kabininin %70 ila %80’ini doldurduklarinda
%0,25 Tripsin/EDTA ile kaldirilarak pasaji yapildi (tim malzemeler Thermo Fisher

Scientific’den alinmistir).

Perisitlerin damar etrafinda yer almasi nedeniyle damarca zengin bir dokudan
izolasyon islemi gergeklestirildigi icin elde edilen hiicreler iginde eritrositler de
bulunmaktadir. Bu nedenle izolasyon sonrasinda ekilen hiicreler, ilk {i¢ giin sonrasinda besi
ortam1 degistirildikten sonra PBS ile yikandiktan sonra bir defaya mahsus olmak iizere

yeni besi ortamlarina 1x yogunlukta eritrosit patlatma soliisyonu ilave edildi. Bu sekilde
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hazirlanan besi ortaminda kiiltlir edilen hiicreler iki ila ii¢ giin sonra tekrar PBS ile
yikanarak ¢alisma boyunca standart olarak kullanilan %1 penisilin-streptomisin ve %10
FBS iceren DMEM-F12 besi ortami kullanilarak kiiltiir edilmistir. Eritrositlerden
temizlenen Kkiiltiir ortaminda bulunan perisitlerin karakterizasyonunin yapilmasi igin
4.pasaja kadar kiiltiiri devam ettirildi. Hiicreler pasaj 4, pasaj 6 ve pasaj 8 de 1s1k

mikroskobu ile goriintiilendi.

3.2.Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Yapilan ¢alisma boyunca kullanilan insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal Kok
Hiicreler, KOGEM hiicre koleksiyonunda bulunan, daha énceden etik kurul onay1 alinmis
olan hiicrelerdir. MKH’ler %1 penisilin-streptomisin ve %10 FBS iceren DMEM-F12 besi
ortami1 kullanilarak kiiltiir edildi (tiim malzemeler Thermo Fisher Scientific’den alinmistir).
Hiicreler, iki ila ii¢ glin ara ile mevcut besi ortamini uzaklagtirip PBS ile yikanarak yeni
besi ortaminda 37°C’de %5 CO; iceren inkiibatorde kiiltiirii devam ettirildi. Kiiltiir kabinin
%70-%80 ‘ini dolduracak kadar ¢ogaldiktan sonra hiicreler Tripsin /EDTA kullanilarak
bulundugu kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilarak pasaji yapildi. Hiicreler pasaj 4, pasaj 6 ve
pasaj 8 de 151k mikroskobu ile goriintiilendi.

3.3.Perisit karakterizasyonu
Yapilan bu c¢alismada, insan plasenta dokusundan izole edilen hiicrelerin perisit
olduklarin1 kanitlamak icin 4. pasaja kadar kiiltiirli yapilan hiicreler akis sitometri yontemi

ve immiinfloresan boyama teknigi kullanilarak karakterize edildi.

3.3.1. Akis sitometri ile karakterizasyon

Kiiltiirii 4. Pasaja kadar yapilan perisitler, %70 ila %80 konfluensiye ulastiklarinda
%0.25’1ik Tripsin/EDTA ile kiiltiir kabindan kaldirildi. Siispanse halindeki hiicreler FBS
yardimiyla enzim inaktivasyonu saglandiktan sonra 50 ml’lik deney tiipiine aktarilarak
santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda siv1 kisim atilarak pelet halindeki hiicreler 1ml bazal
besi ortami kullanilarak siispanse edildi ve 0,15 ml ependorf tiipe alinip ilizerine ayni
miktarda tripan blue boyasi ilave edilerek thoma laminda sayildi. 2,2x10° hiicre ayrilarak 9

ml bazal besi ortamina aktarildi ve tekrar homojen bir karisim olmasi igin tekrar siispanse
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edildi. Siispanse hale getirilen hiicreler PDGFRB, CD146, NG2 ve aSMA gibi perisit
belirtegleri olan antikorlara floresan boya baglanmasi sonrasinda hiicreler akis sitometri
cihazinda okutularak CellQuest software (Becton Dickinson) ile akis sitometrik analizi

yapilarak degerlendirildi.

3.3.2. immiinfloresan boyama ile karakterisazyon

Akis sitometri i¢in ayrilan hiicreler haricinde kalan hiicrelerden 20.000’1 yuvarlak
cam lamele ekilerek bir giin boyunca yiizeye yapigmalari i¢in kiiltiir edildi. Daha sonra
hiicrelerin yapistig1 yuvarlak cam lamel kiiltiir kabindan alinarak PBS ile ii¢ kez yikandi.
Ardindan %4’liik paraformaldehit ile 15-20 dk oda sicakliginda fikse edildi. Daha sonra
fiksatif deiyonize su ile uzaklastirildi ve yaklasik 7-10 dk TritonX uygulamasi yapilarak
hiicrelerin gegirgenligi arttirildi. Tekrar PBS ile TritonX uzaklastirildiktan sonra uygun
orandaki blok serum ile hiicreler yaklasik olarak 30 dk fistleri parafilm ile kapatilarak
bekletildi. Sonrasinda fazla serum alinarak perisit belirtegleri olan PDGFRB, CD146, NG2
ve oSMA antikorlar ile iretici talimatlarina uygun sekilde seyreltilerek cam lameller
tizerine damlatildi. Antikorlarin hiicrelere daha iyi niifus edebilmesi amaciyla cam
lamellerin {izerleri parafilm ile kapatilarak +4°C’de gece boyu bekletildi. Daha sonra
primer antikorlara uygun olarak secilmis sekonder antikorlar, {iretici firmanin talimatlari
dogrultusunda seyreltildi ve cam lameller iizerine damlatilarak karanlik bir ortamda oda
sicakliginda bir saat inkiibe edildi. Son olarak lameller niikleer boya iceren kapatma
soliisyonu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile kapatilarak
floresan mikroskopta goriintiilendi ve fotograflari ¢ekildi (DMI 4000 Microsystems, Leica,

Weltzler, Isvigre).

3.4. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

Bu ¢alismada, insan kemik iliginden daha 6nceden izole edilen hiicrelerin mezenkimal kok
hiicre olduklarin1 kanitlamak icin 4.pasaja kadar kiiltiirii yapilan hiicreler akis sitometri

yontemi ve immiinfloresan boyama teknigi kullanilarak karakterize edildi.
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3.4.1. Akis Sitometrisi ile Karakterizasyon

Kiltiri 4. Pasaja kadar yapilan mezenkimal kok hiicreler, %70 ila %80
konfluensiye ulastiklarinda 90.25°lik Tripsin/EDTA ile kiiltiir kabindan kaldirildi.
Stispanse halindeki hiicreler FBS yardimiyla enzim inaktivasyonu saglandiktan sonra
50ml’lik deney tiipiine aktarilarak santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda sivi kisim atilarak
pelet halindeki hiicreler 1ml bazal besi ortami kullanilarak siispanse edildi ve 0,15 ml
ependorf tiipe alinip lizerine ayn1 miktarda tripan blue boyasi ilave edilerek thoma laminda
sayildi. 2,2x10° hiicre ayrilarak 9 ml bazal besi ortamina aktarildi ve tekrar homojen bir
karisim olmasi i¢in tekrar siispanse edildi. Siispanse hale getirilen hiicreler CD90, CD73,
CD105 gibi kok hiicre belirtegleri olan antikorlara floresan boya baglanmasi sonrasinda
hiicreler akis sitometri cihazinda okutularak CellQuest software (Becton Dickinson) ile

akim sitometrik analizi yapilarak degerlendirildi.

3.4.2 Immiinfloresan boyama ile karakterisazyon

Akis sitometri i¢in ayrilan hiicreler haricinde kalan hiicrelerden 20.000’1 yuvarlak
cam lamele ekilerek bir giin boyunca ylizeye yapismalar icin kiiltiir edildi. Daha sonra
hiicrelerin yapistig1 yuvarlak cam lamel kiiltiir kabindan alinarak PBS ile {i¢ kez yikandi.
Ardindan %4’liik parafolrmaldehit ile 15-20 dk oda sicakliginda fikse edildi. Daha sonra
fiksatif deiyonize su ile uzaklastirildi ve yaklagik 7-10 dk TritonX uygulamasi yapilarak
hiicrelerin gegirgenligi arttirildi. Tekrar PBS ile TritonX uzaklastirildiktan sonra uygun
orandaki blok serum ile hiicreler yaklasik olarak 30 dk tzerleri parafilm ile kapatilarak
bekletildi. Sonrasinda fazla serum alinarak perisit belirtegleri olan CD73, CD90 ve CD105
antikorlar1 ile {iretici talimatlarina uygun sekilde seyreltilerek cam lameller {izerine
damlatildi. Antikorlarin hiicrelere daha iyi niifus edebilmesi amaciyla cam lamellerin
tistleri parafilm ile kapatilarak +4°C’de gece boyu bekletildi. Daha sonra primer antikorlara
uygun olarak secilmis sekonder antikorlar, iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
seyreltildi ve cam lameller lizerine damlatilarak karanlik bir ortamda oda sicakliginda bir
saat inkiibe edildi. Son olarak lameller niikleer boya iceren kapatma soliisyonu (UltraCruz
Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile kapatilarak floresan mikroskopta

goriintiilendi ve fotograflar ¢ekildi (DMI 4000 Microsystems, Leica, Weltzler, Isvigre).
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3.4.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Yapilan calismada,

olusturuldu.

Cizelge 3.1 Deney gruplari

deney gruplart Cizim 3.1°de gosterilmis oldugu gibi

Plasental Perisit

Kemik Iligi Mezenkimal Kok Hiicre

Adipojenik 7. giin 14. giin 21. giin 7. giin 14. giin 21. giin
Farkhlasma Farklilasma | Farklilasma | Farklilasma | Farklilasma | Farkhilasma | Farklilagma

7. giin 14. giin 21. glin 7. giin 14. giin 21. glin

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

Osteojenik 7. giin 14. glin 21. giin 7. giin 14. giin 21. giin
Farkhlasma Farklilasma | Farklilagma | Farklilasma | Farklilasma | Farklilagma | Farklilasma

7. glin 14. giin 21. giin 7. glin 14. giin 21. giin

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

Kondrojenik 7. glin 14. giin 21. giin 7. glin 14. giin 21. giin
Farklilasma Farklilasma | Farklilagma | Farklilasma | Farklilasma | Farklilasma | Farklilagsma

7. glin 14. giin 21. giin 7. glin 14. giin 21. giin

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

3.5. Perisitlerin ve iKi-MKH’lerin In-vitro Osteojenik Farkhlastiriimasi

Kiiltiir kabmm 1 cm®sinde yaklasik olarak 3x10% adet hiicre olacak sekilde iKI-

MKH’lar ve perisitler yuvarlak cam lameller koyulmus olan kiiltiir kablar iizerine ekilerek

ilk ii¢ giin boyunca normal besi ortamlarinda kiiltiir edildi. Boylece hiicrelerin yiizeye

tutunmalar1 ve bulunduklari ortama uyum saglayarak hiicresel faaliyetlerini normal diizeye

getirmeleri beklendi. Ardindan hiicreler {i¢ hafta boyunca, 100 nM dexamethasone, 0,05

uM ascorbate-2-phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1 penisilin-streptomisin ve %10

FBS eklenmis DMEM-F12 ile hazirlanmis osteojenik farklilastirmay1 indiikleyici besi

ortami ile kiltiir edildi. 21 giin sonunda hiicrelerin farklilagsmasini tespit etmek igin

Alizarin Red S boyamasi ve gen ekspresyon analizleri gergeklestirildi.
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3.6. Perisitlerin ve iKi-MKH’lerin In-vitro Adipojenik Farkhlastirlimasi

Kiiltiir kabmm 1 cm®sinde yaklasik olarak 3x10° adet hiicre olacak sekilde iKI-
MKH’lar ve perisitler yuvarlak cam lameller koyulmus olan kiiltiir kablar iizerine ekilerek
ilk ti¢ glin boyunca normal besi ortamlarinda kiiltiir edildi. Ardindan hiicreler ii¢ hafta
boyunca 1mM deksametazon, 0,5mM isobutilmetilksantin (IBMX), 50uM indometazin,
%1 pen.strep. ve %10 FBS iceren DMEM-F12 besi ortaminda kiiltiir edildi. 21 giiniin
sonunda lameller kiiltiir ortamindan alinip ti¢ kez PBS ile yikanip metanol ile fiske edildi.
Ardindan hiicre icerisindeki yag vezikiillerinin gériinmesini saglayan Oil Red O boyasi ile

boyanarak 151k mikroskobunda goriintiilendi.

3.7. Perisitlerin ve iKi-MKH’lerin In-vitro Kondrojenik Farkhlastirilmasi

Kiiltiir kabinin 1 cm?sinde yaklasik olarak 3x10° adet hiicre olacak sekilde iKi-
MKH’lar ve perisitler kiiltiir kablar1 {lizerine ekilerek ilk ii¢ giin boyunca normal besi
ortamlarinda kiiltiir edildi. Ardindan hiicreler 14 giin boyunca farklilagsmayi indiiklemesi
adma %] Insiilin-Transferin-Selenyum (ITS) eklentisi, 100 nM deksametazon, 0.1 mM
askorbat-2-fosfat, 1 mM sodum priivat ve 10 ng/ml doniistiicti biiyiime hormonu-f (TGF-
B) ve %1 pen.step. iceren DMEM-F12 besi ortaminda kiiltiir edildi. 21. giiniin sonunda
hiicreler gen ifadesi analizi yapilmak iizere hiicreler kaldirilarak pelet haline getirilip -80°C

de muhafaza edildi.

3.8. Hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Her bir deney grubuna ait olan hiicreler, farklilastirma islemlerinden sonra PBS ile
yikandiktan sonra bulunduklar kiiltiir kabindan kaldirilmis ve santrifiij edilip sivi kisim
uzaklastirilarak hiicre peletleri -80°’de muhafaza edilmistir. RNA izolasyonu yapilacag:
zaman hiicreler oda sicakliginda ¢oziinmesi i¢in bekletildi ve ardindan “High Pure RNA
Isolation Kit”(Roche) ile iireticinin Onerdigi izolasyon islemi gerceklestirildi. Kisaca;
hiicreler 200 pl PBS ilave edilerek yeniden siispanse hale getirildi. Ardindan {izerine 400
ul Lysis/Binding Buffer ilave edildi ve vorteks yardimiyla hiicrelerin sindirilmesi saglandi.
Bu asamadan sonra 6rnekler bir toplama tiipiiniin i¢ine gecirilmis olan filtre tiiplin izerine
pipet vasitasiyla aktarildi ve 8000g’de 15 s santrijif edildi. Daha sonra her bir 6rnegin
tizerine 90ul DNasel Incubation Buffer ve 10ul DNasel enzimi ilave edilerek 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra ortamdaki istenmeyen organik ya da inorganik

kalintilardan kurtulmak i¢in yikama soliisyonu 1 ile bir kez ve yikama soliisyonu 2 ile iki
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kez yikandi. Islemler sonunda filtreli tiiplerin filtresine takilmis olan RNA’lari elde
edebilmek amaciyla, toplama tiipleri atilarak eppendorf tiiplerin igine filtreli tiipler gegirilir
ve ardindan 30 pl Elution Buffer filtre kismin lizerine gelecek sekilde ilave edilerek 2 dk
8000g’de santrifiij edildi. Islem sonucunda hiicrelerden toplam RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen 6rnekler cDNA sentezi islemi yapilana dek -80°’de muhafaza
edilir.

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezini yapabilmek icin “Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit” (Roche) iiriinii kullanilmistir. Islemler, iiretici firmanm tarif
ettigi sekilde gercgeklestirilmistir. Her gruba ait RNA ornekleri oda sicakliginda eridikten
sonra buz tzerinde tutuldu ve her birinden 10,4ul alinarak PCR tiiplerine aktarilip
tizerlerine 1ul oligo-dT eklendi. Tipler 65°C’da 10 dk olacak sekilde PCR cihazina
(Takara, Tokyo, Japonya) yerlestirildi. Bu asamada RNA’nin ikincil yapisinin
denatiirasyonu yapilarak Ornekler hemen tekrar buz iizerine alindi. Ardindan ters
transkriptaz reaksiyon i¢in gereken diger reaktifler tarif edildigi dl¢iilerde karistirilarak her
bir 6rnegin iizerine 8,6 pl olacak sekilde ilave edildi ve PCR cihazina yeniden yerlestirildi.
Bu asamadan sonra ornekler 55°C’de 30 dk uzama asamasi, hemen ardindan 85°C’de 5 dk
enzimin inaktivasyonu saglandi. Son olarak tiim ornekler buz iizerine alindi ve gen

ekspreyonu analizi yapilana dek -20°C’de muhafaza edildi.

3.9. Gen Ekspresyon Analizi

Perisitlerin ve mezenkimal kok hiicrelerin hem pluripotensi 6zelliklerinin hem de
farklilasma kapasitelerinin gen diizeyinde incelenebilmesi i¢in Real Time PCR
(LightCycler-11 480, Roche, Mannheim, Almanya) yapilmistir. Bu yontem ile hiicrelerdeki
farklilasma ve pluripotensi belirtegleri olarak belirlenen proteinlerin gen ekspresyon

miktar1 kantitatif olarak tespit edilmistir.

Real Time PCR yapilirken SYBR Green master karisimi (Jena Biotechnology,
Jena, Almanya) ve asagidaki listede yer alan farklilasmaya ait bazi1 genlerin primerleri
(Cizelge 3.3) ile daha 6nceden elde edilen cDNA’lar karistirilarak reaksiyon kurulmustur.
96 well plate’lere kurulan reaksiyonlar 480 nm dalga boyunda okutularak ilgili genlerin
¢ogalmalar1 takip edilmis ve sonrasinda g¢ikan Cp sonuglari dogrultusunda analizleri

yapilmistir.
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Cizelge 3.2 Gen ekspresyonu analizi i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Acik Isimi Baz Dizilimleri (5°—3’)
Lin2s Lin-28 Homolog A f- CTGGAATCCATCCGTGTCA

r- TCTAGACCTXXACAGTTGTAG
ZPF42 Zinc Finger Protein 42 f- TCTGAGTACATGACAGGCAAG

r- TCTGATAGGTCAATGCCAGGT

f- AATACTTCCCCCACAACACAA

GATAG6 | GATA Binding Protein 6

r- CTCTCCCGCACCAGTCAT
Pdx1 Pancreatic And Duodenal f-CCTTTCCCATGGATGAAGTC
Oct4 Octamer-Binding Protein 4 f- TTTCTGCAGAGCTTTGATGTTC

r- TGCCGTGAAACTGGAGAAG
Msx1 Msh Homeobox 1 f- GAAACTGAGGGCAGAGAGGT

r- TGGCCTCTAGCTCTGTTCAAC
Nr6al Nuclear Receptor Subfamily 6 f- CAACGGTTTCTGTCAGGATG
TerT Telomerase Reverse Transcriptase f- GCCTTCAAGAGCCACGTC

r- CCACGAACTGTCGCATGT
Sox2 Sex Determining Region Y-Box 2 - ATGGOIGECCTORIEAACT

r- GGAGGAAGAGGTAACCACAGG
UTEL Undifferentiated Embryonic Cell | f- ACAAGTTCCTTAAAGACAAGT

Transcription Factor 1 - GGATCTGCTCGTCGAAGG

Rex1 RNA Exonuclease 1 Homolog f- TCTGAGTACATGACAGGCAAG

r- TCTGATAGGTCAATGCCAGGT
FoxD3 Forkhead Box D3 f- GAAGCCGCCTTACTCGTACA

r- CGCTCAGGGTCAGCTTCTT
Actp Actin Beta f- TTCTACAATGAGCTGCGTGTG

r- GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

3.10. Immiinfloresan Boyama

Perisit belirteglerinin tespiti ve pluripotensi seviyesinin saptanmasi i¢in immiin

floresan olarak PDGFRB, CD146, NG2 ve aSMA antikorlar1 (Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg, Almanya) ile boyama yapilmistir. Bunun i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir kablarinin

iclerine cam lameller yerlestirilmis ve her bir kuyucuga 4.pasaja ait 50.000 perisit ekildi.

Hiicreler %1 pen.strep ve %10 FBS iceren DMEM-F12 besi ortami ile iki ila {i¢ giin

boyunca kiiltiir edildi. Ayrica osteojenik ve kondrojenik farklilagsma tepiti i¢in sirastyla
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osteocalcin, BMP2 ve SOX9, COL2 boyamalar1 yapilmistir. Bunun i¢in 6 kuyucuklu
kiiltiir kablarinin iglerine cam lameller yerlestirilmis ve her bir kuyucuga 4. Pasaja ait
mezenkimal kok hiicre ve perisit ekilmistir. Farklilagsma besiyerleri icerisinde 21 giin

kiiltiire edilmistir.

Daha sonra cam lameller alinarak tiger defa PBS ile yikanip ardindan %4’liik
parafolmaldehit ile oda sicakliginda 15 dakika fikse edildi. Ardindan fiksatif, deiyonize su
ile uzaklastirildi ve yaklagik 7-10 dk TritonX uygulamasi yapilarak hiicrelerin gecirgenligi
arttirildi. Tekrar PBS ile TritonX uzaklastirildiktan sonra uygun orandaki blok serum ile
hiicreler yaklasik olarak 30 dk iistleri parafilm ile kapatilarak bekletildi. Sonrasinda fazla
serum alinarak perisitler igin karakteristik olan belirte¢lerin primer antikorlar1 (PDGFRB,
CD146, NG2 ve aSMA) cam lameller {izerine damlatildi ve iizerleri parafilm ile
kapatilarak +4°C’de gece boyu bekletildi. Daha sonra primerlere uygun olarak segilmis
olan sekonder antikorlar iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda seyreltildi ve cam
lameller tizerine damlatilarak oda sicakliginda, karanlik bir ortamda bir saat inkiibe edildi.
Son olarak ise lameller DAPI ihtiva eden kapatma soliisyonu ile kapatilarak floresan
mikroskopta goriintillendi ve fotograflart c¢ekildi (DMI 4000 Microsystems, Leica,
Weltzler, Isvigre).

3.11. Istatiksel analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi ile
yapilmistir. Veriler esli t-testi ve g¢oklu analizler i¢cin Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney en az {i¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplar arasindaki
fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak ifade

edilmistir.
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4. BULGULAR

Mezenkimal kok hiicreler giinlimiizde hastaliklarin  tedavisinde ve doku
yenilenmesi gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin {i¢ germ
yapragindan koken alan dokulara farklilasma kapasiteleri ve hizli c¢ogalmalar1 bu
hiicrelerin  bircok alanda kullanilmasimi saglamistir. Fakat halen mezenkimal kok
hiicrelerin gergek kapasitesi ve nerden koken aldiklari bilinmemektedir. Ayrica yliksek
verimlilikte hiicre her zaman elde edilememektedir. Son ¢alismalarda artik bilim insanlar1
cogalma kapasitesi yliksek alternatif kaynaklarin bulunmasina yonelmistir. Bu ylizden
yapilan calismada alternatif kaynak olarak insan plasentasindan elde edilen perisitler
kullanilmistir. Perisitlerin mezenkimal kok hiicrelerin de farklilagabildigi ii¢ germ
yapragina farklilasma kapasiteleri karsilastirilmistir. Ayrica perisitlerin - pluripotensi

Ozellikleri mezenkimal kok hiicrelerle karsilastirilmistir.

4.1.Plasentadan Elde Edilen Perisitlerin Karakterizasyonu

Insan plasentasindan elde edilen hiicrelerin cogalmast P4’e kadar devam
ettirilmistir. Pasaj 4’teki perisitler akis sitometrisi i¢in besiyeri iginde analize verilirken
fikse edilen hiicreler immunfloresans boyama ile karakterize edilmistir. Akis sitometrisinde

perisit paneli olusturularak hiicreler karakterize edilmistir (Cizim 4.1).

Cizim 4.1 Akis Sitometrisi ile perisit (P4) karakterizasyonu.
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Immunfloresan ydntemde ise hiicreler PDGFRB, CD146, NG2 ve aSMA ikili
boyamalar1 gergeklestirilmistir (Cizim 4.2).

Primer Antikor: PDGFR Primer Antikor: aSMA
Seconder Antikor: FITC Seconder Antikor: FITC

Primer Antikor: PDGFRB+CD146 Primer Antikor: PDGFRB+NG2
Seconder Antikor: FITC+TR Seconder Antikor: FITC+TR

Cizim 4.2 Plasental Perisit Immunfloresan Boyamalari. a)PDGFRB(FITC)
b)PDGFRB(FITC)+NG2(TR) ¢)CD146(FITC)+aSMA(TR) d)PDGFRB+NG. Cekirdek
boyasi: DAPI(mavi) ve Olgiim gubugu: 50um.

4.2. iKi-MKH’lerin Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Calismada kullanilan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler daha 6nce etik
kurulu almmis KOGEM’e ait hiicre stogundan kullamilmistir. Bu hiicrelerin
karakterizasyonlari perisitlerde oldugu gibi akis sitometrisi ve immiinfloresan yontemlerle

gerceklestirilmistir. Akis sitometrisinde karakterizasyonlar mezenkimal kok hiicre
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paneliyle gerceklestirilmistir (Cizim 4.3). Immiinfloresan yontemde ise mezenkimal kok

hiicre belirtecleri olan CD90, CD73 ve CD105 kullanilmistir (Cizim 4.4).
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Cizim 4.3 Akis Sitometrisi ile Kemik 1ligi Mezenkimal Kok Hiicre (P4) karakterizasyonu.
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Cizim 4.4 MKH Immunfloresan Boyamalar1. a)CD73(FITC) b)CD90(TR) ¢)CD105(FITC)
Cekirdek boyasi: DAPI(mavi) ve Olgiim ¢ubugu: 50pum.
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4.3. iKi-MKH’ler ile Perisitlerin Karsilastirilmasi

Yapilan ¢alismada, insan plasenta dokusundan izole edilen perisitleri ile insan
kemik iliginden izole edilmis olan MKH’ler 4. 6. ve 8. Pasajlarda 151k mikroskobu altinda
goriintiilenmistir (Cizim 4.5).

Perisitler

oPasaj8 o c)Pasaj 8

Cizim 4.5 Perisitler ve iKI-MKH’lerin 4., 6. ve 8.giinlerdeki hiicre kiiltiir goriintiileri.
Olgiim ¢ubugu 500 um.
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4.4. Plasental Perisitlerin ve Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok

Hiicrelerin Pluripotent Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

Kiiltiirde davranislar izlenen perisitlerin ¢ogalma kapasitelerinin yliksek oldugu
gozlemlenmistir. Bu yiizden bu hiicrelerin pluripotent 6zellik  gosterebilecegi
diistinilmiistir. Cizim 4.5’te gozlemlenebilecegi gibi hiicrelerin morfolojilerinde kiiltiir
ortaminda pasaj ilerledik¢e anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir. Bu gézlemin
sonunda hiicrelerin mezenkimal kok hiicrelerle pluripotent 6zelliklerinin karsilastiriimasi
amaclanmistir. Boylece hangi hiicre tipinin daha iyl ¢ogalma ve daha fazla hiicre tipine
farklilasabilme 6zelligi gen diizeyinde gdzlemlenmistir. Yapilan calismada iKiI-MKH’lerin
plasental perisitlerle pluripotensilerinin karsilastirilmast amaci ile pluripotensi 6zelikleri
gosteren genlerin hiicre bazinda iiretimine bakilmistir. Bu amagla hiicreler farkli pasajlarda
gen ekspresyon analizi i¢in toplanmistir. Bu deney i¢in pasaj 4, pasaj 6 ve pasaj 8 hiicreleri
gen ekspresyon analizi i¢in secilmistir. Gen ekspresyon paneli olarak Lin 28, ZPF42,
GATAG, Pdx1, Oct4, Msx1, Nr6al, TerT, Sox2, UTF1, Rex1 ve FoxD3 se¢ilmistir. Analiz
sonuclar1 perisit ve kemik iligi mezenkimal kok hiicre i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Her iki
hiicre tipinde de farkli pasajlardaki gen ekspresyon analizleri gézlemlenmistir. Plasental
perisitlerin pluripotensi ve farklilasma gen ekspresyon analizleri Cizim 4.5’ te ve Cizim
4.6’da gosterilmistir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicresinin pluripotensi ve farklilagma
gen ekspresyon analizleri ise Cizim 4.8’te ve Cizim 4.9°da gésterilmistir. Ayrica hem

perisitlerde hem de iKi-MKH’lerde PDGFRB gen ekspresyon analizleri Cizim 4.10°da

gosterilmistir.
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Cizim 4.6 ilerleyen pasajlarda perisitlerdeki pluripotensi gen ifadelerinin analizi.
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Cizim 4.7 Ilerleyen pasajlarda perisitlerin farklilasma gen ifadelerinin analizi.
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Cizim 4.8 ilerleyen pasajlarda iKi-MKH pluripotensi gen ifadelerinin analizi.
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Cizim 4.9 Ilerleyen pasajlarda perisitlerin farklilasma gen ifadelerinin analizi.
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Cizim 4.10 ilerleyen pasajlarda perisitlerin ve iKi-MKH’larda PDGFRB gen ifadelesi
analizi.

Plasental perisitlerin pasaj 4’teki Lin28, ZPF42, GATAG6, FoxD3, UTF1, Sox2,
TerT, Nr6al, Oct4 gen ekspresyonlarinda anlaml bir yiikseklik gozlemlenmistir. Ayrica
perisit belirteci olan PDGFRB gen ekspresyonu perisitlerde her pasajda gozlemlenmistir.
Bu da elde edilen hiicrelerin perisit 6zelliklerinin ilerleyen pasajlarda da devam ettigini

gostermektedir.

Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin pluripotensi gen
ekspresyonlarinin pasaj 6’da daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Pasaj 6’da mezenkimal
kok hiicrelerin Lin28, ZPF42, FoxD3, UTF1 ve Sox2 gen diizeylerinde anlamli bir
yiikselme gézlemlenmistir. Pdx geninde ise pasaj 8’de yiikselme gozlemlenmistir. Ayrica
mezenkimal kok hiicrelerde PDGFRB gen diizeyinde anlamli bir yiikselis

gbzlemlenmemistir.

45. Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerin ve Plasental Perisitlerin

Osteojenik Farkhilagsma Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

Bu calismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve plasental
perisitlerin osteojenik farklilagsma kapasitelerinin karsilagtirilabilmesi i¢in her iki hiicre tipi
de hiicre kaplarina ekilmistir. Osteojenik farklilasma besiyerinde hiicreler 21 giin kiiltiire
edilmistir. Bu siire zarfinda 7. giin, 14. giin ve 21. giinde hiicreler gézlemlenmistir. Gen

ekspresyon analizi ve immiinfloresan analiz i¢in 7., 14., ve 21. giinde 6rnekler toplanmustir.
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Immiinohistokimyasal analizler i¢in sadece 21. drnekleri toplanmustir. Hiicre kiiltiiriinde
hiicrelerin osteojenik farklilasmaya gittikleri morfolojilerindeki degisimlerle birlikte 151k
mikroskobu ile gozlemlenmistir.  Cizim 4.11 ‘de go6zlemlendigi tizere osteojenik
farklilagsma sirasinda hiicrelerin morfolojilerinde degisimler gériilmiis ve hiicre dis1 matriks

yapisinda birikme mevcutttur.

Cizim 4.11 Perisit ve iKi_MKH’lerin osteojenik farklilastirma sonras1 Alizarin Red S
boyamalarmin gériintiileri. a) perisit kontrol, b) farklilastirilmis perisit, ¢) iKI-MKH
kontrol, d) farklilastirilmis iKI-MKH. Olgek ¢ubugu: 500um

Hiicrelerin osteojenik farklilagmalar1 gen diizeyinde Runx2, Osteopontin, BMP2 ve
osteonectin primerleriyle bakilmistir. Cizim 4.12°de de goriildiigii iizere perisitlerin
osteojenik farklilagsma genlerinde giin artisina bagli olarak anlamli bir yiikselis meydana

gelmistir.
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Cizim 4.12 Perisitlerin 7., 14. ve 21. giinde osteojenik gen ekspresyon analizleri (p<0.05).

Aynit zamanda Cizim 4. 13° de de goriildiigii tizere kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin de farklilastirmaya gittigi ayn1 zamanda Runx2 ve BMP2
diizeylerinin daha diigiik oldugu gézlemlenmistir. Ayrica osteopontin gen ekspresyonunun

21. Giinde yiiklelisi perisitlerden daha yiiksek diizeyde oldugu gortilmiistiir.
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Cizim 4.13 Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 7., 14. ve 21. giinde osteojenik gen
ekspresyon analizleri (p<0.05).
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Cizim 4.14 Plasental Perisit ve iKI-MKH Osteojenik Farklilasma Immunfloresan
Boyamalari. a)Perisit 7. Giin Osteocalcin(FITC)+BMP2(TR) b) Perisit 14. Giin
Osteocalcin(FITC)+BMP2(TR) ¢) Perisit 21. Giin Osteocalcin(FITC)+tBMP2(TR) d) iKI-
MKH 7. Gin  Osteocalcin(FITC)+BMP2(TR)  ¢) iKi-MKH 14.  Giin
Osteocalcin(FITC)+BMP2(TR) f) iKi-MKH 21. Giin Osteocalcin(FITC)+BMP2(TR).
Cekirdek boyasi: DAPI(mavi) ve Olgiim ¢ubugu: 50pum.
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46. Kemik 1ligi Mezenkimal Kok Hiicrelerin ve Plasental Perisitlerin

Adipojenik Farkhlasma Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

Bu c¢alismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ve plasental
perisitlerin adipojenik farklilasma kapasitelerinin karsilastirilmasi i¢in hiicreler adipojenik
besiyeri ile kiiltiire edilmistir. Hiicrelerden hem gen ekspresyon analizi i¢in hem de
immiinohistokimyasal analizler i¢in 6rnek toplanmistir. Adipojenik farklilasma 21 giin
stirdlriilmiistiir. Kiiltiire edilen her iki hiicre tipinin de morfolojik oOzellikleri belirli
araliklarla 151k mikroskobisi ile incelenmistir. Hiicrelerin c¢ekirdek cevresindeki ve
ekstraseliiler matriksindeki yag birikimleri 14. Gilinin sonunda goézlemlenmeye
baglanmistir. Gen ekspresyon analizleri adiponektin, leptin ve PPAR y primerleri ile
gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon analizleri sonucunda hem kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerin hem de plasental perisitlerin gen diizeylerinde giin bazinda artis
gdzlemlenmistir. Immiinohistokimyasal analizlerde Oil Red O boyasi kullanilmistir. Bu

boyamanin sonucunda 21. giin sonunda adipojenik farklilasmast sonucu olusan yag

damlaciklari hiicrelerin etrafinda gézlemlenmistir.

Cizim 4.15 Plasental Perisitlerin ve iKi-MKH’larin 21. Giin Adipojenik Farklilasma Oil
Red O Boyamasi. A) Plasental Perisit Kontrol, B) Plasental Perisit Adipojenik Farklilagsma
21. Giin C) iKi-MKH Kontrol, D) iKi-MKH Adipojenik Farklilasma 21. Giin
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Cizim 4.16 Plasental perisit ve iKI-MKH hiicrelerinin adipojenik farklilasmada gen
ekspresyon analizleri

4.7. Kemik Iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerin ve Plasental Perisitlerin

Kondrojenik Farklilasma Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

Bu calismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ve plasental perisitin
kondrojenik farklilasma kapasitelerinin karsilastirilabilmesi i¢in hiicreler kiiltiir kabina
ekilmistir. Hiicrelerden hem gen ekspresyon analizi hem de immiinfloresan boyama igin
ornek toplanmistir. Kondrojenik farklilasma 14 giin stirdiirilmistiir. 14 giiniin sonunda
hem gen ekspresyonu i¢in hem de immunfloresan i¢in ornekler toplanmistir. Hiicrelerin
morfolojilerinde kiiltiir ortaminda belirli bir degisim gézlemlenmemistir. Gen ekspresyon
analizleri Sox9 ve Kolajen 2 primerleriyle bakilmistir. Gen ekspresyon analizlerinde hem
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin hem de plasental perisitlerin ayn1 seviyede
artis gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica immunfloresan boyama ile Kolajen 2 ve Sox9
belirteclerinin varligi tepit edilmistir. 14. Gliniin sonunda elde edilen veriler ¢ergevesinde
her iki hiicre tipinde de Sox 9 ve Kolajen 2 boyamasi gézlemlenmistir. Fakat tamamiyle bir
karsilagtirma yapilmasi ancak gen ekspresyon analiziyle gerceklestirilmistir. Her iki veride

de belirteglerin gézlemlenmesi hiicrelerin kondrojenik farklilagsmaya gittigini gostermistir.
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Cizim 4.17 Plasental perisitlerin kondrojenik farklilasma gen ekspresyon analizleri.
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Cizim 4.18 iKi-MKH’larin kondrojenik farklilasma gen ekspresyon analizleri.
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Perisit

iKi-MKH

Cizim 4.19 Plasental Perisit ve iKi-MKH’larin Kondrojenik Farklilasma sonras1 21. Giin
Kolajen ve SOX9 boyamast. Yesil: Kollajen, Kirmizi: Sox9, Mavi: DAPI. Olgiim gubugu:
50um.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde artik rejeneratif tip ve doku onarimi alanlarindaki ¢alismalarda ciddi
anlamda bir yiikselis gerceklesmistir. Ayrica bu alanlarda birgok kurum ve kurulusun da
katkilart yadsinamaz. Bunun sebebi ise hasar gérmiis ya da tamamen kaybedilmis doku ve
organlarin saglikli bir sekilde geri dondiiriilebilmesinin amaclanmasidir. Bu ¢alismalar kok
hiicreler yardimiyla giinden giine daha da hizlanmistir. Kok hiicrelerin yeni doku ve organ
yapimindaki gorevleri disardan bagka kaynaktan elde edilen kok hiicrelerle
gerceklestirilebildigi  gibi  laboratuvar ortaminda {retilen kok hiicrelerle de
gerceklestirilebilmektedir. Bircok calismada ayrica lenfoma ve ldsemi gibi hastaliklarin
tedavisinde hematopoetik kok hiicreler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica hasar
gormiis organlarin tedavisinde mezenkimal kok hiicreler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Mezenkimal kok hiicreler yetiskin bireylerde kemik iligi, adipoz doku ve dental pulpa gibi

kaynaklardan elde edilebilmesi de kolay erisilebilir olmasini saglamaktadir.

Perisitler viicutta damar yapilarimin etrafinda bulunan vaskiiler hiicre
topluluklaridir. Bu hiicreler damar yapisini ve isleyisini diizenlemektedir. Bunu yaparken
de endotel hiicrelerle birlikte etkilesimde olduklari igin siirekli bir yenilenme ve hareket
halindedirler. Mezenkimal kok hiicrelerin de bir¢ok doku ve organda bulunmasi da bu
bolgelerde acaba perisit olarak m1 bulundugu sorusunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu iki hiicre
tipinin kendini yenileyebilme 6zellikleri ve adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilasmaya gidebilmesi bu soruyu fazlaca kuvvetlendirmektedir. Ayrica bu iki hiicre

tipinde benzer hiicre belirtegleri de bulunmaktadir.

Bu calismada her iki hiicre tipinin de farkliliklar1 ortaya konulmaya calisilmistir.
Bunu yaparken her iki hiicre tipinin farklilasma kapasiteleri ve potensleri birbirleri ile hem
gen diizeyinde hem de hiicre belirteci anlaminda gézlemlenmistir. Perisitlerin elde edilmesi
ve karakterizasyonunda yapilan literatiir arastirmalarinda her perisit tipi i¢in farkli bir elde
edilme prosediirii gézlemlenmistir. Bu ¢alismada, plasentadan perisit elde edilmesi
calismasindan (Maier ve dig. 2010) yola ¢ikarak kolajenaz enzimine ek olarak tripsin

enzimi de ¢alismada kullanilmistir.

Ayrica her doku ve organda hiicre belirtegleri ve morfolojileri de degisim

gostermektedir. Bu ¢aligmada elde edilen perisitler insan plasentasindan elde edilmistir. Bu
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dokunun sec¢ilmesinin sebebi kan damarlar1 agisindan zengin olmasidir. Bdylece yiiksek
verimlilikte hiicre elde edilmesi amaglanmultir. Izolasyon sonrasinda hiicreler yiiksek
verimlilikte elde edilmistir. Ayrica hiicreler P3’te hem akis sitometrisinde hem de
immunfloresan olarak incelenmistir. Akis sitometrisinde perisit paneli olusturulmustur.
Yapilan bir ¢alismada (Winkler ve dig, 2010) da PDGRF geninin perisit belirteci olarak
gosterilmektedir. Perisit panelinde perisit belirteci olarak kullanilan CD140b(PDGFRB)
yiiksek miktarda gbzlemlenmistir. Ayrica bu hiicrelerin kiiltiirde incelenmesi sonucunda
pasajlarin ilerlemesine ragmen boliinme hizlarinda bir diistis gézlemlenmemistir. Hiicreler
pasaj 8’¢ kadar getirilmis fakat hiicrelerin yaslanmadiklar1 ve morfolojilerinde bir
degisiklik olmadigi gozlemlenmistir. Ayrica hiicrelerin immiinfloresan boyamalarinda

halen perisit belirteglerini tirettigi gozlemlenmistir.

Mezenkimal kok hiicreler ise daha onceden elde edilmis ve KOGEM
laboratuvarinda bulunan kemik iliginden elde edilen hiicrelerden kullanilmistir. Bu
hiicrelerin de karakterizasyonlar1 P3’te akis sitometrisi ve immunfloresan yontemle
yapilmistir. Hiicreler akis sitometrisinde kok hiicre paneliyle karakterize edilmistir ve
hiicrelerin mezenkimal kok hiicre belirteglerinin yiiksek miktarda gozterdigi goriilmiistiir.
Ayrica immunfloresan ydntemle hiicreler CD73, CD90 ve CDI105 belirtecleriyle
boyanmistir. Bunun sonucunda da bu belirteglerin pozitifligi floresan mikroskopta
gozlemlenmistir. Bu hiicrelerin ¢ogalma hizlar perisitler kadar hizli olmasa da kiiltiirdeki
devamliliklart s6z konusudur. Bu hiicreler de P8’¢ kadar devam ettirilmis ve morfolojileri
gozlemlenmistir. Bu  hiicreleirn de morfolojileri P8’e¢ kadar bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Bu ylizden bu iki hiicrenin pluripotensi kapasiteleri gen

ekspresyonuyla gozlemlenmistir.

Bu konuda yapilan bir ¢alismada (Bianco ve dig. 2008) kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin mikrovaskiiler perisitlerden koken alabileceklerini 6ne
stirmiislerdir. Bunun sebebini de damar yapisinin gelismis oldugu bdlgelerden elde edilen

kok hiicrelerin pluripotensi 6zelligi gostermesi olarak agiklamigslardir.

Pluripotensinin gozlemlenebilmesi igin FoxD3, Rex1, UTF1, Sox2, Tert, Nr6al,
Msx1, Oct4, Pdx1, Lin 28, ZPF42 ve GATAG6 genleri incelenmistir. Pluripotensi
genlerinden olan Lin28 embriyonik kok hiicrelerin kendilerini yenileme kapasitelerini
diizenleyerek bu hiicrelerin potenslerinin uzun siireli yiiksek kalmasini saglar. Bu

caligmada perisit kiiltiiriinde pasaj 4’te bu genin artist her iki hiicre grubunda da az
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miktarda gozlemlenmektedir. Ayrica mezenkimal kdk hiicrede bu genin pasaj 6’da artisi
gozlemlenmistir. Bu sonugla birlikte bu hiicrelerin  embriyonik kok hiicre kadar

potenslerinin yiiksek olmadig1 sonucuna ulasilabilir.

ZPF42 geni de bir diger pluripotensi belirteglerinden biridir. Bu genin iiretilmesi
pluripotenside X’e bagli inaktivasyonun saglanmasina neden olmaktadir. Bu ¢alismada
mezenkimal kok hiicrelerde bu gen ekspresyonu pasaj 6 da yiikselme gostermekte ve daha
sonra pasaj 8 de azalmaktadir. Bu da gostermektedir ki mezenkimal kok hiicreler pasaj

ilerlemesinde pluripotensi kapasitelerini kaybettigini gostermektedir.

FoxD3 geni sayesinde noral krest hiicreleri noral Onciil hiicrelerden
farklilasmasinda gbrev  almaktadir. Ayrica pluripotent hiicrelerin  potenslerinin
devamliliginin saglanmasi gorevleri de mevcuttur. FoxD3 geni kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicrede pasaj 6’da anlamli bir yiikselme gozlemlenmistir. Ayrica
ilerleyen pasajlarda bu genin ekspresyonunda azalma gozlemlenmistir. Bu sonugtan yola

cikarak hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerini kaybettikleri sonucu ¢ikartilabilmektedir.

UTF1 gen ekspresyonu pluripotent kok hiicrelerde fazla miktarda bulundugu
gozlemlenmistir. Bu ¢alismada da UTF1 geni hem perisitlerde hem de mezenkimal kok
hiicrelerde fazla miktarda iretilmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerde pasaj 6’da bu
ekspresyon gozlemlenirken perisitlerde pasaj 4’de gozlemlenmistir. Bu gen miktar

ilerleyen pasajlarda her iki hiicre tipinde de azalma gdstermistir.

Sox2 ve Oct4 gen ekspresyonlar1 da bir¢ok ¢alismada pluripotensi belirteci olarak
kullanilmigtir. Bu ¢alismada da pluripotensilerin gdzlemlenebilmesi i¢in bu iki gen gen
ekspresyon paneline eklenmistir. Sox2 embriyonik gelisimde ve hiicrelerin kok hiicre
ozelliklerini korumasi i¢in gérev almaktadir. Sox2 miktari her iki hiicre tipinde de yiiksek
gozlemlenmekle beraber yine pasaj ilerlemesi sonucunda diisiis gozlemlenmektedir. iki
hiicre tipinde de Oct 4 miktarinda anlaml bir yiikselis gézlemlenmemektedir. Oct4 de
pluripotensiyi gosteren bir belirte¢ olmasina ragmen hem perisit hem de kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerde anlamli olarak tiretilememistir. Bu ¢alismada kullanilan
primerden kaynaklanabilecegi gibi hiicrelerin kendi yapisindan da kaynaklanabilir. Iki
hiicre grubunda da Rexl1, Pdx1, Msxl, GATA6, Tert, Nr6al iiretiminde anlamli bir
yiikselis herhangi bir pasajlarinda gozlemlenmemistir. Pdx1 geni pankreasin erken evre
gelisiminde gorev almaktadir. Msx1 viicut pargalarinin olusumunun erken evresinde

gorilmekteyken GATAG ise hiicrelerin farklilasmasinda gorev almaktadir. Tert hiicrelerin
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yaslanmasint Onleyen bir gen iken Nr6al noronal hiicre gelisiminde ve germ hiicre
farklilagmasinda goérev almaktadir. Bu genlerde yiikselmenin gozlenmemesi hiicrelerin
farklilasmaya gitmediklerini ve pluripotent 6zelliklerini koruduklarini gostermektedir.
Perisitlerin pasaj 4’de pluripotensilerinin yiiksek olmasi mezenkimalkok hiicrelerde ise
pasaj 6’da olmasi kiiltiir ortamindan kaynaklanan bir degisim olabilecegi gibi ayrica
mezenkimal kok hiicrelerin de perisitlerin pluripotensi 6zelliklerini gdsterebildikleri

gozlemlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda plasental perisitler ve kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma kapasiteleri

karsilastirilmistir.

Osteojenik farklilagmaya alinan hiicreler belirli zaman araliklariyla toplanmis ve bu
baglamda farklilasma kapasiteleri karsilastirilmigtir.  Gen ekspresyon analizinde
osteopontin, BMP2 ve Runx2 genleri kullanilmigtir. Hem perisitlerde hem de mezenkimal
kok hiicrelerde bu iic gen miktar1 21. Giinde en yiliksek seviyesine ulagsmistir. Ayrica
perisitlerin daha yiiksek gen ekspresyonlarini 14. Giinden itibaren gosterdikleri
gozlemlenmistir. Ayrica alizerin red S boyamasinda mezenkimal kok hiicrelere nazaran
daha fazla boyamanin olmasi bu verileri desteklemektedir. Immiinfloresan boyamalarda
kullanilan osteocalcin ve BMP2 belirteglerinde de her iki hiicre tipinde gézlemlenmesi
farklilasmanin gergeklestigini fakat perisitlerin osteojenik farklilasmaya daha yatkin
oldugu gozlemlenmistir. Birbrair ve dig. (2013) tarafindan tip 1 perisitlerin adipojenik
farklilagsmaya gidebildiklerini ve PDGFRa belirtecini gosterdikleri belirtilmistir fakat tip 2
perisitlerin PDGFRf belirtecine sahip olduklar1 ve osteojenik farklilagmaya daha yatkin

oldugu gosterilmistir.

Ayrica Yang ve dig. (2013) yaptig1 calismada CD106(+) hiicrelerin adipojenik
farklilasmaya daha yatkin oldugu fakat CD106(-) hiicrelerin ise osteojenik farklilasmaya
daha yatkin oldugu gosterilmistir. Bu calismada da iKi-MKH’lar ve perisitler CD106(-)’tir.
Bu da osteojenik farklilasmaya daha verimli gittiklerini gostermektedir.

Adipojenik farklilasmaya alinan hiicreler belirli zaman araliklariyla toplanmis ve bu
baglamda farklilasma kapasiteleri karsilagtirllmistir. Gen ekspresyon analizinde leptin,
adiponektin ve PPAR y genleri kullanilmistir. Hem perisitlerde hem de mezenkimal kok
hiicrelerde PPAR y gen miktar1 21. Giinde en yiiksek seviyesine ulasmistir. Fakat
perisitlerde daha yiiksek tiretim gézlemlenmektedir. Ayrica perisitlerin daha yiiksek PPAR
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vy gen ekspresyonunu 14. giinden itibaren gosterdikleri gozlemlenmistir. Fakat leptin ve
adiponektin genlerinin {iretimi PPAR y  kadar fazla degildir. Adiponektin iiretimi
mezenkimal kok hiicrenin 21. Giin analizinde goriilse de perisitlerde mezenkimal kok
hiicreler kadar yiiksek degildir. Ayrica oil red o boyamasinda mezenkimal kok hiicrelere

nazaran daha fazla boyamanin olmasi bu verileri desteklemektedir.

Kondrojenik farklilasmaya alinan hiicreler belirli zaman araliklartyla en
ekspresyonu igin toplanmistir. immunfloresan boyamalar ise sadece 21. Giin plasental
perisit ve kemik iligi mezenkimal kok hiicrede gergeklestirilmistir. Bu sayede kondrojenik
farklilasma kapasiteleri karsilastirilmistir. Gen ekspresyon analizinde SOX9 ve Kolajen 2
genleri kullanilmistir. Ayn1 zamanda immiinfloresan boyamada da bu iki gen hiicre
belirteci olarak bakilmistir. Hem perisitlerde hem de mezenkimal kok hiicrelerde bu iki gen
miktart 21. giinde en yiiksek seviyesine ulagmistir. Rock ve dig.(2004) yaptigi ¢alismada
perisitlerin kondrojenik farklilagmaya yiiksek verimlilikte gittigini gozlemlemislerdir.
Mezenkimal kok hiicreler ve perisitler arasindaki fark ise anlamli olarak kabul
edilmemektedir. ~Ayrica mezenkimal kok hiicreler ve plasental perisitler
immiinohistokimyasal olarak SOX9 ve Kolajen 2 ile boyanmistir. Her iki hiicre tipinde de
SOX9 ve Kolajen 2 iretimi gozlemlenmistir. Yiiksek verimliligin kondrojenik
farklilasmada gozlemlenmemesinin ¢6ziimii olarak kullanilan malzemelerin tekrardan

gbzden gegirilmesi gerekliligi ortaya konulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hem perisitlerde hem de mezenkimal kok hiicrelerde adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik farklilasma gergeklesmistir. Bu calismada amaglanan mezenkimal kok
hiicreye alternatif bir kaynak bulma perisitlerin mezenkimal kok hiicrelerinin farklilagsma
Ozelliklerini goOstermesiyle birlikte kuvvetlendirilmis olmaktadir. Ayrica perisitlerin
pluripotent 6zellik gostermeleri ve pasaj ilerledik¢e cogalma kapasitelerinin diismemesi
hem rejeneratif tipta hem de birgok hastaligin tedavisinde kullanilmasina olanak

saglamaktadir.

Sonug¢ olarak elde edilen perisitler mezenkimal kok hiicrelerle benzer o6zellik
gostermektedir. Daha sonraki ¢aligmalarda perisitler norojenik farklilasma gibi daha farkli
dokulara da farklilastirilabilirler. Ayrica MKH’lar ve perisitlerin arasindaki farklarin hem
gen diizeyinde hem de hiicre ylizeyi tanimlamada ortaya konulabilmesi i¢in hem

transkriptomik hem de proteomik ¢alismalar yapilmalidir.
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Tez Denetleme Listesi

[ ] Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).
[] Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

[ ] Tez kapagn sirt kismmna kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazmin yoniine dikkat!) ad,
program,y1l yazildi.

[ ] Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya

da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir, imzalarin

ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

[] Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

[] On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
[] Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
[] Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

[ ] Ana metin yaz1 boyutu 12 olacak bigimde basild.

[] Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

[] Ana metin satir arahig1 1.5 olacak sekilde yazildi.

[ ] Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

[ ] Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarma uyuldu.

[_] Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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