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OZET
Doktora Tezi

Insanda Gébek Kordonu Doku Bilesenlerindeki Hiicrelerin Kok Hiicre Ozelliklerinin
Tanimlanmasi

Deniz BALCI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi

Danigsman: Prof. Dr. Alp CAN

Insan gobek kordonu mezenkimal kok hiicreleri (IGK-MKH) hiicresel tedavilerde basariyla
kullanilabilecek onemli bir MKH kaynagidir. IGK-MKH’leri enzimatik islemle izole edilip plastik
yiizeyde Kkiiltiire edildiginde heterojen bir fenotip ve farklilasma potansiyeli sergilemektedir. Bu
bulgular IGK-MKH popiilasyonunda farkl1 kokliiliik seviyelerinin var olabilecegini gdstermektedir.
Daha dnceki ¢alismalarimizda gosterdigimiz gibi, hiicrelerin enzimatik yontemle izole edilmesiyle
in vivo protein profilinin dramatik bir bigimde degistigi goriilmiistir. Bu galismada, IGK
bolgelerinden eksplant yontemiyle izole edilen hiicrelerin degisen karakteristik Ozelliklerini
gosterilmistir. Perivaskiiler (PV), intervaskiiler (IV), subamniyon (SA), ve gobek kordonu arteri
(GKA) bolgeleri basarili bir sekilde ayrilarak, plastik kiiltiir kabinda biyiitiilmiistiir. Yizey
belirtecleri P, sonunda, hticre morfolojisi, proliferasyon dinamikleri, major hiicre iskeleti
proteinlerinin dagilimi, yapisal genlerin ifadeleri ve farklilasma 6zellikleri Py.P;3 boyunca
incelenmistir. DOrt grup arasinda eksplant kiltire en iyi yamiti veren, en hizli yapisan ve
konfluensiye ulasan SA ve IV gruplari olmustur. GKA ve PV bolgeleri daha yavas konfluensi orani
sergilemistir. En heterojen hiicre grubu 2 tip morfolojiyle (tip 1 ve tip 2) IV alaninda gdzlenmis.
PV hicreleri daha kugik ve fusiformken, SA hiicreleri epiteloid gérinimdedirler. Digerlerinden
farkli olarak GKA hiicreleri ince uzun, diz kas gorinuminde homojen bir yap1 sergilemislerdir.
Hicre yiizey belirteglerinin analizi sonucunda, IV, PV, SA, GKA hiicreleri birbirlerinden ayrilarak
kiiltiire edildiginde MKH 6zelliklerini korumaktadirlar. PV hucreleri diger gruplara gore farklilik
gostermektedir. Dort alandan elde edilen hiicrelerdeki hiicre iskeleti proteini dagilimi kdken
aldiklar1 dokudaki durumlariyla karsilastirilmistir. Desmin, 1V, PV, SA hiicreleri kiltire
edildiginde (GKA hari¢) yok olan tek proteindir. a-SMA, vimentin, sitokeratin (CK) ve CD146
(NCAM) profili P,-P;3 boyunca degisen pozitivite gostermistir. Ozellikle CK daha c¢ok kiigiik
hiicrelerde goriiliirken, a-SMA daha ¢ok dev hiicrelerde izlenmistir. Kendini iki katina ¢ikarma
suresi (PDT) en kisa PV hiicrelerindeyken en uzun IV hiicrelerindedir. GKA hicreleri diger
gruptakilere oranla daha cabuk senesence girmektedir. GKA ve IV-MKH’lerinin kardiyak
rejenerasyon yoniinde yapilacak ¢aligmalarda kullanilabilecek 6nemli bir hiicre kaynagi olduklar
gdzlenmistir. IGK’nun 1V, PV, SA, GKA bélgelerine ayrilarak hiicrelerin kiltiire edilmeleri sahip
olduklar1 pluripotent 6zellikleri kaybetmelerine neden olmaktadir. PV-MKH’lerinin nestin ifadesi
onlarm ndron yoniinde yapilacak ¢alismalarda basariyla farklilasabilecegini gostermektedir. IV, PV
SA, GKA hicrelerinin hedefleme yeteneklerinin gostergesi SEMA-3C ifade etmeleri, bu hicre
gruplarinin anti-kanser ¢aligmalari i¢in 6nemli bir kaynak olduklarini1 gostermektedir. PV hicreleri
adipojenik farklilasmada daha basariliyken, SA ve IV hiicreleri osteojenik farklilasmada daha iyi
bir sonug vermistir. ilging olarak GKA birgok duruma GK-MKH’leri gibi yanit vermistir. Sonug
olarak, GK igindeki doku bolgeleri degisen kokliiliik 6zelligi gostermektedir. Dort farkli bolgeden
elde edilen hiicrelerin farkli hiicresel 6zellige sahip olmalarindan dolayi, doku miihendisliginde ve
hlcresel tedavilerde kullanilirken bir biitiin olarak nitelendirilmemelidirler.
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

Human Umbilical Cord-Derived Stem Cells From Four Different Tissues
Subcompartments Having Distinct Stemness Properties Retain Their Characteristics

Deniz BALCI
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Alp CAN

Human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) are considered as a
promising type of MSCs to be successfully used in cellular therapies. When isolated by an
enzymatic procedure and cultured on plastic surfaces, hUC-MSCs show a highly heterogeneous
phenotype and differentiation potential suggesting that these populations may have different
stemness grades. We have previously shown that in vitro protein profiles are dramatically changed
when cells were extracted from tissues of origin using enzymatic digestion procedures. In the
present study, we demonstrate varying characteristics of hUC-MSCs originated from different UC
compartments that have been differentially isolated using nonenzymatic procedure. Perivascular
(PV), intervascular (IV), subamnion (SA), and arteries (UCA) compartments were carefully
excised, and then explanted onto plastic culture flasks. Surface markers were determined by the end
of Py Cell morphology, proliferation dynamics, major cytoskeletal protein distribution and
differentiation potentials were differentially evaluated during Py-P13. Among four explant cultures
SA and IV have the highest and the fastest seeding rate that reached to confluency in Py. GKA and
PV showed slower confluency rates. The most heterogeneous group of cells was noted in IV
containing two major cell phenotypes (type 1 and type 2). PV cells were smaller and more
fusiform; whereas SA cells displayed more epithelial phenotype. Distinct from the others UCA
cells were slender and homogeneous. Surface marker analyses demonstrated that Depending on the
CD markers analyzed, IV, PV, SA, GKA cells retain their MSC properties when separated from
each other. PV cells exist as a distinct population among the other groups. The distribution of
cytoskeletal proteins in all cells from four compartments was then documented as compared to their
tissue of origin. Desmin was the only protein that diminished (excluding UCA cells) when IV, PV
and SA cells were cultured. a-SMA, vimentin, cytokeratin (CK) and CD146 (NCAM) profiles
showed varying degrees of positivity throughout P1-Py3. Specifically, CK was dominantly found in
young cells, while a-SMA was prominent in giant cells. Population-doubling time (PDT) was the
shortest in PV and the longest in IV. UCA cells remarkably entered to senescence earlier than the
other cells.UCA and IV are an important source of cells used in cardiac rejeneration. IV, PV, SA,
GKA cells loss their pluripotent properties when separated from each other. PV cells nestin
expression shows their neuronal properties. PV cells were differentiated into adipocytes more
effectively than the other groups, while SA and IV had more potential to osteogenic differentiation.
Interestingly, in many aspects, UCA cells responded similar to sUC-MSCs. Conclusively, tissue
compartments within the human UC possess varying degrees of stem cell properties as indicated by
the present study. As cells from four tissue compartments displayed distinct cellular features they
should not be considered as a cohort in tissue engineering and cell-based therapies.
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ONSOZ ve TESEKKUR

Gunimduzde kok hicrelerin rejeneratif tedavide kullanimlariin Umit vaat edici bir bigimde
ortaya c¢ikmasiyla, bu hicreleri kesfetmeye yonelik yapilan arastirmalar giin gegtikce
artmaktadir. KOk hicrelerin kendine 0zgl 6zelliklerinin ortaya konmasi igin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir, bunlardan biri de hiicrelerin kiiltiir ortamindaki davraniginin
incelenmesidir. Doku igerisinde gerektiginde islevini yerine getirmek iizere hazir bulunan
bu hiicreler doku disina c¢ikarilarak kiiltire edilmektedir. Hicrelerin in situ ortamdaki
davraniglarini in vitro ortamda siirdiirecegi 6ngoriilerek hiicre kiiltiirii ortamina alinir, fakat
unutulmamalidir ki doku igerisindeki nisinden ayrilan hiicreler 6zelliklerini ancak siniri

sayida koruyabilir.

Bu calismada insan gobek kordonu doku igerisinde bulunan subamniyon, perivaskiiler,
intervaskiiler ve gobek kordonu arteri bolgelerinde yerlesmis olan hiicrelerin 6zelliklerinin
ortaya ¢ikarilmasiyla, insan gébek kordonu stromasi mezenkimal kok hiicrelerinin in vitro

kiiltiir ortamindaki fenotipik farkliligin nedeninin belirlenmesi amaglanmistir.

Yiksek lisans ve doktora egitimim boyunca bilgi ve Onerileriyle bu giine gelmemi
saglayan, ¢alisma disiplininin yani sira sosyal yonunden de ornek edindigim, degerli tez
danmismanim Prof. Dr. Alp Can’a; egitim siirecim boyunca bilgisini ve yardimlarini
esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Hilal Ozdag’a; yedi senemi birlikte gecirdigim t{im
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dali ve Biyoteknoloji Enstitisi ogretim {iyesi ve
yardimcilarina; birlikte ¢alismaktan zevk aldigim, destek ve sevilerini hep hissettigim

sevgili asistan arkadaslarima ve dostlarima,

Buglinlere gelmem de her tiirlii destek ve tesvikini esirgemeyen, emeklerini asla
o0deyemeyecegim annem Aliye Balc1 ve babam Tuncay Balci’ya sonsuz tesekkiirii bir borg
bilirim.

Deniz BALCI

Ankara, Eylul 2013
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1. GIRIS

McElreavey ve ark.’larmnin (1) 1991°de insan gdbek kordonundan (IGK) fibroblast benzeri
hiicreler izole ettigini rapor etmesinden sonra ginimiize kadar yapilan ¢alismalar IGK
stromasindaki hiicrelerin karakterizasyonuyla ilgili pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismalar 15181inda bu hiicrelerin tedavi amaciyla kullanilabilecek yeni bir
multipotent kok hiicre kaynagi oldugu belirtilir. IGK-MKH’leri fenotipik gorinimii,
plastik yiizeye yapigsmasi ve multipotent 6zelligiyle mezenkimal kok hiicre (MKH) 6zelligi
sergiler. Uygun uyarilma kosullar1 altinda in vitro ortamda mezenkimal seri hicreleri olan
adiposit, kondrosit, osteosit ve myosite olan farklilasma yetisi bu hiicrelerin hiicresel
tedavilerde kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bazi aragtirmalarda islevsel sinir
hiicrelerine dek varan farklilasma gergeklestirilmistir (2-6). Bunlarin yani sira germ
hiicrelerine benzer farklilagma yetenekleri ortaya konmustur (7). Bu hicre birgok
ozelligiyle diger MKH’lerden ayrilarak 6ne ¢ikar. Bunlardan ilki etik bir probleme neden
olmadan bireylerden acisiz, hizlica alinabilir olmasidir. lIkincisi bu hiicrelerin
ksenotransplantasyonlarinda bile (insandan fareye veya domuzdan sigana) alicida immdiin
yanit olusmamas1 ve doku reddi ile karsilasilmamasidir (8-10). Ugiincii olarak IGK
hlcreleri Grettikleri birgok sitokin ve biylme faktériyle immuin diizenleyici etki gosterirler
(10). Bunlarin yan1 sira kemik iligi (KI) kaynakli MKH’lere kiyasla yiiksek fibroblast
koloni olusturma birimi (CFU-F) ve kisa kendini yenileme siiresine sahiptir (11). Gen
tedavisinde kullanilabilir 6zelligi olmasi (12, 13), embriyonik kok hucrelerin (EKH) aksine,
timor olusturmamalart (14), kriyojenik olarak depolanip, ¢oziiliip, tedavi edici amagh

cogaltilabilir potansiyele sahip olmalariyla onem tasimaktadirlar (15).

Bugiin IGK intervaskiiler bolgesinin (IV) (Wharton peltesi), perivaskiiler blgesinin (PV),
subamniyon (SA), gobek kordonu arteri (GKA) alaninin veya tiim kordonun islenmesiyle
MKH ozelligi sergileyen hiicreler elde edilebilir. IGK-MKH’lerini elde ederken birgok
izolasyon yontemi, kiiltiir ortam1 ve besiyeri kullanilmistir. Bu izolasyon yontemlerine ve
ex vivo kiiltiir kosullarma gore IGK-MKH’leri oldukca heterojen bir fenotip, kendini
yenileme kapasitesi, immiinfenotip ve farklilasma 6zelligi sergiler, bu durum GK bolgeleri

icine dagilmis farkli kokliiliik 6zelligi sergileyen hiicre popiilasyonlarinin var olabilecegini



diisiindiiriir. Bu calismada farkli GK bélgelerinden (IV, PV, SA, GKA) elde edilen iGK-

MKH’lerinin kok hiicre 6zelliklerinin tanimlanmasi gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kok Hucreler ve Karakteristik Ozellikleri

Kok hicreler uzun sireyle kendini yenileme, farkli hiicrelere farklilasma yetkinligi
(potensi), klon olusturma yetenegi (klonalite) olan ve hasarli dokuya nakil sonrasinda
kaynak dokuyu islevsel olarak gogaltabilen hiicreler olarak tanimlanmislardir (16, 17).
Farkli siniflamalar olmakla birlikte kok hiicreleri, embriyo kok hiicreleri (EKH), fetlis kok
hicreleri (FKH) ve yetiskin kok hiicreleri (YKH) olarak siniflandirabiliriz (18).

Zigotun birbirini izleyen bes alt1 kez boliinmesiyle blastokist olusur, bu asamadaki hiicreler
sirayla Once ara olusumlari, sonra da kalict olan biitiin dokular1 ve organlar1 olusturmak
tizere giderek c¢ogalir (proliferasyon), kararlanir (committment, determinasyon) ve
farklilagir (diferansiyasyon). Insanda 5—6 giinliik bir blastokistin i¢ hiicre kiitlesinde (IHK)
yer alan hiicreler embriyo kok hucresi (EKH) olarak isimlendirilir, EKH’ler embriyoya ait
biitiin hiicre tabakalarin1 ve buradan koken alacak doku ve organ sistemlerini olusturma
yetkinligine sahiptir (totipotent) (18). EKH {izerindeki arastirmalar 1981 yilinda fare
blastokistindeki IHK’den veya epiblasttan elde edilen hiicreler in vitro ortamda fare
fibroblastlart iizerinde ¢ogaltilarak EKH elde edilmistir (19). Kiiltiir ortamina
alindiklarinda bu hiicrelerin farklilasma yetilerinde bir azalma goriilmez. Bu hiicrelerin
pluripotent olarak nitelendirilmeleri, tekrar blastokiste verildiklerinde in vivo olarak THK
yapisina katilip tiim germ hiicresi tiirlerine farklilasabilmeleriyle ortaya konur (20). EKH,
in vitro kosullarda germ hiicreleri de dahil olmak Gzere bircok somatik hiicre tiriine

farklilagabilen hiicrelerdir.

Kok hiicrelerin tanimlanmasi i¢in hiicredeki 6zgiin ylizey isaretleyicileri ve molekdiller
kullanilir. Fare kaynakli EKH’de en belirgin isaretler, SSEA-1, gp130, Oct4, alkalin
fosfataz (AF) ve telomeraz enzimi etkinligidir (21). Ozellikle blastokiste olusumu sirasinda
Oct4’iin ortaya ¢ikmasi ve IHK hiicrelerine &zgii hale gelmesi, EKH’in pluripotensi

ozelligini kazandigim1 gosterir. Oct4’lin pluripotensi diizeyinin yar1 diizeyine yakin



diismesi hiicrelerin ilkel endoderm ve mezoderm, tamamen kaybolmasiysa trofoektoderm
yoniinde farklilasmaya ve pluripotensinin kaybina neden olur. Diger bir belirte¢ ise
pluripotenside gorev alan Nanog’dur. Implantasyon 6ncesi embriyolarda Nanog ifadesi
sadece epiblast hicrelerinde bulunur. Nanog’un ifade edilmesiyle hucreler kendini
yenileme 0Ozelligi kazanir. O nedenle Nanog, Oct4’lin farklilasmayr uyarma o6zelligini

siirlandiran bir faktor olarak kabul edilir (18).

Insan EKH’nin de uzun siire bozulmadan kalabilen sabit karyotipleri ve g¢ogalma
yetenekleri vardir. Insan EKH’leri proteoglikan yapisinda bazi molekiiller sentezler (TRA-
1-60, TRA-1-81, GCTM-2) ve farkl yiizey antijenleri ifade ederler (SSEA-3 ve SSEA-4)
(22). insan EKH nin sayilarin1 ikiye ¢ikarma hiz1 faredekilere oranla daha uzundur (30-35
sa.). Insan EKH nin farklilasmadan kalmasini saglamak igin fare veya insandan elde edilen
somatik (¢ogunlukla fibroblast) hiicreler iizerinde kiiltiir etmek gerekir (23). Insan
EKH’nin kiiltiiri ve kok hiicre ozelliklerinin korunmasinda hiicrelerarasi matriks
proteinlerin 6zel bir dénemi vardir. insan EKH’nin pluripotensi ve kendini yenileme

Ozelliklerini belirlemede FGF2 ve activin A rol oynar.

Gelismekte olan organizmada embriyo kok hiicrelerinin varlifindan s6z etmek miimkiin
degildir. Ancak, basta kemik iligi olmak iizere, ¢esitli organlarda ve bu organlarin belirli
doku bolgelerinde, gerektiginde kendini cogaltabilen, kararlanabilen ve farklilagabilen
hlcreler bulunur. Bunlara yetiskin kok hiicreler (YKH) veya dokuya 6zgii kok hiicreler adi
verilmektedir. Derideki epidermisi yenileyen kok hiicreler, bagirsak epitelini yenileyen kok
hiicreler veya kan hiicrelerini yenileyen hematopoetik kok hiicreler en tipik yetiskin kok
hicre ornekleri arasinda sayilir. Bu hiicreler totipotent 6zellige sahip olmadiklar i¢in daha
siirlt sayida hiicre tiiriine farklilagirlar. Dolayisiyla, ¢ogalma ve farklilasma yetenekleri
ele alindiginda, kok hiicreler kendi aralarinda da hiyerarsik bir smiflandirma iginde
degerlendirilirler (Cizelge 1.1.1.) (18, 24, 25). Hicrenin sadece bir hicre turine
farklilagsabilmesi, onun kok hiicre olarak tanimlanmasina yetebilir (unipotent hiicreler).
Ornegin iskelet kas1 liflerinin hemen disinda yer alan uydu (satellite) hiicreler viicut igi
kosullarda sadece kas lifine farklilasirlar. Ote yandan, bu hiicrelerin unipotent hiicreler

olmalar1 kok hiicre degil de oncii hiicre (progenitdr, prokiirsor) olduklari anlamina gelir.
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Kok hiicrelerin bir boliimii ise 6zellikle son yillardaki onarimsal tiptaki yerlerinin giderek

artmastyla birlikte embriyo dis1 dokular olan plasenta, amniyon zar1 ve gobek kordonundan

elde edilen kok hucrelerdir. Bu hiicrelere fetis kok hucreleri de denir. Cesitli yonleriyle

embriyo kok hiicreleriyle yetiskin kaynakli kok hiicreler arasinda ¢cogalma ve farklilasma

yeteneklerine sahiptir. Bu hiicrelerin diger bir ortak 6zelligi de fetiise zarar vermeden

gebelik siiresince veya dogum esnasinda kolaylikla ve etik problemlere yol agmadan elde

edilebilir olmalaridir. Bu hiicrelerin yiizey isaretleyicileri agisindan hem embriyo hem de

yetiskin kok hiicre 6zellikleri barindirdiklar1 ortaya konmustur (26-28).

Cizelge 2.1.1 Viicut i¢inde kokenlerine, farklilasma etkinliklerine veya farklilasma
yonlerine gore kok hicre drnekleri

- - Farkhlasma Farkhlasma
Isim Bulundugu Yer/Evre Etkinligi Yénii
2-16 hiicreli embriyo (2-3. glinler) . I¢ hiicre kiitlesi
ElsiTmEr Morula evresindeki embriyo (4. giin) Leli]gele Trofoblastlar
i¢ hiicre kiitlesi Co s . . Endoderm, mezoderm,
hicreleri I¢ hiicre kiitlesi (5-6. gunler) Pluripotent ektoderm hiicreleri
Endoderm, mezoderm,
. . . Gastrula asamasindaki epiblast . ektoderm hiicreleri,
Epiblast hucreleri 1 vast (7-9. giinler) Pluripotent o1 cinsiyet hiicreleri,
amniyoblastlar
Embriyo karsinoma
. L. . . hiicreleri
Egg:;llel:,silyet \l\ﬁlléil(:lrifi:gieggl- ﬁ;)irta-Gonad- Pluripotent ~ Embriyo germ hiicreleri
g (endoderm, mezoderm,
ektoderm hiicreleri)
H"ematopoetlk [t Kemik iliginde 4. aydan itibaren Multipotent ~ Tim kan hucreleri
hicreler
Mezenkimal kok Embriyo gdvdesinde 16. ginden . Bulundugu organa 6zgii
" .. Multipotent -
hicreler itibaren hicreler
Y.e.etlskm Kok Fetiis ve yetigkin organizma Oligopotent Blllllundugu organa ozgu
hucreleri hicreler
Trofoblast kok 5. giinden itibaren embriyoda; Binotent Sinsityo- ve
hucreleri doguma kadar plasentada P sitotrofoblastlar

(Can, 2014°den alinmustir)



Bir hiicrenin kendini yenilemesi, kendisini onarmasindan ¢ok kok hiicre havuzunu
yenilemesi anlamina gelir. Bu nedenle kok hiicre havuzunun sabit kalabilmesi icin her
boliinen kok hiicrenin en az bir yedeginin olusturulmasi gerekir. Farklilasma yetenegi fazla
olan bir kok hiicre bile boliindiigiinde en fazla iki farkli yapida hiicre olusturur;
hiicrelerden birisi kok hiicrenin yedegi olarak kalirken digeri farklilasmaya dogru degisime
ugrar, bu tiir bollinmeye asimetrik hiicre boliinmesi denir. Asimetrik hiicre boliinmesi ya
gevre asimetrisi ya da boliinme asimetrisi olmak tizere iki farkli yolla gergeklesir (29).
Cevre asimetrisinde ortaya ¢ikan yavru hiicrelerin kaderi gevre faktorleriyle belirlenir, bu
durumda htcrelerin en az %50’si kok hiicre olarak kalir. Bolinme asimetrisi daha seyrek
goriilen bir durumdur, ortaya ¢ikan hiicrelerin fenotip ve molekiiler yapilart birbirinden
farkl1 olabilir, birisi daima kok hiicre durumunda kalmayi siirdiiriirken digeri yapisi geregi
farklilasma yoluna girer. Bu boliinme tipinde mevcut kok hiicreler sayilarini higbir zaman
artiramazlar. Her iki boliinme de hiicrenin bulundugu mikro ¢evre kosullarindan (kok

hiicre nisi) etkilenir.

Kok hiicrelerin bir kismi kok hiicre olarak kalmayi secerken diger bir grup hiicre bir dizi
boliinme siirecine daha girer ve bunun sonucunda farklilasmadan boliinen bir takim
hiicreler ortaya c¢ikar; bunlara ¢ogalan gegici hiicreler (transit amplifying cells) denir.
Sayilar1 belli olan bu hiicreler, gerektigi durumlarda geometrik olarak ¢ogalarak gecici
cogalan hiicreleri olustururlar. Kok hiicrenin ilk bdliinmesi sonunda ortaya c¢ikan
hicrelerden birisi tekrar kok hiicre havuzuna donerek eksilen kok hiicre sayisini tamamlar.
Ote yandan gecici ¢ogalan hiicreler, belli bir sayiya ve anatomik bolgeye ulastiklarinda
farklilasmaya giderler ve boylece sonuna kadar farklilasan (terminally-differentiated)
hiicrelere doniislirler. Kok hiicrenin her seferinde boliinmesi yerine gegici ¢ogalan
hiicrelerin bu gereksinimi karsilamasi, 6zellikle mitoz bdliinmeler sirasinda ortaya ¢ikma
olasilig1 olan mutasyonu sadece gecici ¢ogalan hiicrelerde sinirlamis olur ki; bu hiicrelerin
mutant olanlar1 biz dizi mekanizmayla ortadan kaldirilabilir. Boylece kok hiicrelerde
mutasyon olasiligma izin  verilmemis olur. Viicutta kanserin engellenme

mekanizmalarindan birisinin de bu oldugu diisiiniilmektedir (18).



Kok hiicrelerin farklilasma yetkinligi incelendiginde tek bir hiicre tiirline farklilasabilen
(unipotent) hiicreleri veya oncii hiicre (progenitdr, prokiirsor) olarak degerlendirilirken, bu
hiicreler kok hiicrelerden koken almis olup ¢ogunlukla bir veya iki farkli hiicre tipine
farklilasma yetenegine sahip, siirli sayida c¢ogalabilen hiicrelerdir. Giinlimiizde, bir
hiicrenin farklilagmasinda rol oynayan en Onemli faktorii epigenetik mekanizmalar

olusturur.

Farklilagma, ileri ve geri farklilasma yonlerinde olabilir. Bir hiicrenin farklilasma yolunda
ileri giderken gerektiginde farklilagmaya bagsladigi noktaya kismen veya tamamen geri
donmesi geriye farklilagsma (dediferansiyasyon) olarak adlandirilir. Uyarilmis pluripotent
kok hicreler (induced-Pluripotent Stem Cells; iPSCs), bu mekanizmanin gergeklestigi en
tipik 6rneklerden biridir. Farkli dokularda yer alan yetiskin kok hiicrelerin hangi yonde ve

ne derece farklilasacagini bulunduklar nis ortamiyla belirlenir.

Klon olusturma yetenegi (klonalite), kok hiicrelerin bir diger 6nemli 6zelligidir. Tek bir
hiicreden c¢ok sayida yeni kok hiicrenin liremesi olarak tanimlanan klonalite, klonun
biiyiikliigiine gore (igerdigi hiicre sayisi) ve klon olusturma hizina gore kok hiicreler

arasinda yapilacak kiyaslamalarda kullanilan dl¢iitlerdir.

2.2. Hiicrelerde Genel Gelisim Basamaklari ve Belirtecleri

Zigottan baglayarak yetigkin kok hiicrelerin olusumuna kadar gecen siiregte, farklilasan
hiicrelerin  gelisiminin  izlenmesi kok hiicrelerin  karakteristik — 6zelliklerinin  ve
davraniglarmin anlasilmasinda bizlere 151k tutmaktadir. iki haploid gametin (spermatozoon
ve ovosit) bir araya gelisiyle meydana gelen hiicre zigot adini alir ve yagsam dongiisiiniin
baslangicini olusturur. Bu hiicrenin mitozla boliinerek ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan her
hlcreye blastomer denir. Dollenmeden 3 giin sonra morula evresi gorullr ve bu evreyi 32
hiicreli asamadan sonra blastokist evresi izler. Blastokist, disarida dis hiicre kiitlesi

(trofoblast) ve igeride i¢ hiicre kiitlesi (IHK-embriyoblast) olmak iizere insanda yaklasik



107-110 hiicreden olusur. Hiicrelerin arasina uterus sivisinin sizmastyla blastosol denen bir
stv1 kesesi olusur. Embriyo, déllenmeyi izleyen birkag¢ giin iginde yataklanmadan once iki
kez hiicre kararlanmasi gegirir. Birincisi, 16-32 hucreli (blastomerli) evrede bulunan
hiicrelerin transkripsiyon faktorii olan cdx2’nin etkisiyle simetrik boliinmeyle kardes TE
hiicrelerini olustururken bazisinda da asimetrik bdliinmeyle yavru hiicrelerden birisi TE,
digeriyse IHK’ni olusturacak olan embriyoblastlara déniisiir. Hiicrelerin bu uzaysal
yerlesimleri, bundan sonraki farklilasma yollarmnin da belirlenmesi anlamina gelir. IHK ’ni
olusturacak olan hiicreler, ikinci bir kararlanma evresine ulasirlar. Bu énemli asamada bir
grup htcre, ikinci bir embriyo dis1 hiicre tabakasi olan ilkel endodermi (hipoblast, embriyo
dis1 endoderm) meydana getirmek {izere IHK nin diger hiicrelerinden ayrilir ve blastokist
bosluguna bakacak sekilde tek sira dizilir. Hipoblast hiicrelerinin tanimlayici
belirteclerinden birisi, bir transkripsiyon faktorii olan Sox17’dir. Buna karsin, IHK nin
diger hiicreleriyse ileride embriyo govdesini meydana getirecek olan epiblast (ilkel

ektoderm) tabakasini olusturmak tizere farklilasirlar (30-32).

Erken go¢ eden IHK hiicrelerinde pluripotent belirteci olan transkripsiyon faktdrii Sox2
ortaya cikar (33). Erken embriyo gelisiminde rol oynayan bir diger transkripsiyon faktord
Oct4 énemli bir dizenleyicidir. Oct4 morula evresine kadar tim hticrelerde ifade edilir, 6.
giinde THK hiicrelerine 6zgii bir protein haline gelir. Hiicrelerin farkli hiicre tiirlerine
donlismek {izere kararlanmaya baglamasiyla Oct4 ifadesinde diisiis baglar. Diislisiin ilk
goriildiigii hiicreler, trofoblastlardir. Bu evrede Oct4 ifadesinin kaybolmadig tek hiicre
tiirti, ilkel cinsiyet hiicreleridir. Pluripotent olmay1 uyaran bir diger transkripsiyon faktorii
de Nanog’dur. Nanog da, IHK hiicrelerinin kararlanmasida énemli rol oynar (34). Nanog,
ilk olarak ge¢c morula evresinde ortaya cikarak, Oct4 ile birlikte IHK nin biitiinliigiinii

saglar. Nanog islev gormezse IHK hiicreleri hipoblastlara farklilasir (Sekil 2.2.1.).



2.2.1. Hipoblastin (ilkel endoderm) gelisimi

Kisa siireyle ortaya c¢ikan hipoblast tabakasi, gastriilasyon dncesinde visseral endoderm
(VE) ve pariyetal endoderm (PE) olarak farklilasir. VE blastosol ile komsu olup, bu
hiicreler blastosoldeki gida maddelerini epiblastlara tagima gorevi istlenirken bunun
yanisira Ustiindeki epiblast {izerine bir takim sinyaller gondererek epiblast farklilagmasini
da kontrol eder. PE ise, farklilagarak blastos6l (bu evreden sonra koryon kesesi adini alir)
icinde trofoektoderm hiicrelerinin altinda koryon kesesini ¢evreler. Bu yap1 6nce Heuser
zar1 denen ince tabakayi1 olusturur; daha sonra tip IV kollajen ve laminin salgilayarak
embriyo dis1 retikulum denen gevsek dokuyu ortaya ¢ikarir (35). PE hicrelerinin
farklilagsmasiyla embriyon dis1 mezodermin ilk hiicreleri olusur, bunlara kisa siire sonra,
ilkel cizgiden kaynaklanan hiicreler eslik eder. Embriyo dist mezoderm, koryon zari ve
plasentanin bir boliimiiniin ve dnce baglayici sap1’1, daha sonra bunun ileri gelismesiyle

gbobek kordonu gibi 6nemli dokular1 olusturur (Sekil 2.2.2).
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Sekil 2.2.1 Hiicrelerde gelisim

Fare embriyonlar1 tiizerinde yapilan gozlemlere gore blastokist olugmadan Once,
embriyoda disaridan igeriye dogru 8-12 hiicreli evreden baslayip, 32—64 hiicreli evreye
kadar siiren ii¢ hiicre gocii dalgasi meydana gelir. Igeriye gd¢ eden hiicreler, iki farkli
hiicre tiiriine doniisiirler, ya ilkel endoderm (hipoblast) hiicrelerine doniiserek blastokist
bosluguna yakin vyerlesirler, ya da i¢c hiicre kiitlesinin intramural hiicreleri olan
epiblastlar1 olustururlar. Implantasyondan hemen sonra epiblastlardan ektoderm,
mezoderm ve endoderm ortaya ¢ikar. Tek hiicreden yapilan RNA analizlerinde ve tek
hiicre izleme yontemleriyle, farklilasan trofoektoderm, epiblast ve ilkel endoderm
hiicrelerinin her birine 6zgii protein profillerinin olustugu gozlenir; bunlar hiicreleri
birbirinden ayirt etmede ve izlemede belirte¢ olarak kullanilirlar. (Can, 2014’den
alinmustir)
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2.2.2. Epiblastin (ilkel ektoderm) gelisimi

Epiblast tabakasindaki hiicreler pluripotent olarak kabul edilir. Insanda 15-16. giinler
arasinda, epiblast tabakasini olusturan hiicreler, gastriilasyon adi verilen ii¢ germ
tabakasinin olustugu doneme girer (36). Gastrilasyon, epiblast htcrelerinin  mitoz
boliinmelerle hizla ¢ogalarak jelatin benzeri gevsek bir ortam iginde kutuplagsmayan
hiicrelere doniismeleri (mezenkim) ve asagiya dogru go¢ etmeleridir. Epiblastin yayilmasi
igin iki 6nemli hiicrelerarasi proteininin sentezlenmesi gerekir; bunlar hyarilonik asit ve
fibronektin’dir. Her ikisi de epiblastlar tarafindan salgilanarak go¢ eden mezenkim
hiicreleri i¢in gevsek-sulu bir ortam olusturulur. Bu hiicrelerin bir béliimii mezodermi
yapmak iizere go¢ ederken, digerleri hipoblast hiicrelerini ortadan kaldirarak endoderm
tabakasini; st tabakadaki hiicreleri ortadan kaldirarak ektoderm tabakasini olusturur.
Boylece embriyo ii¢ hiicre tabakasindan olusan oval bir bi¢cim alir. Epiblast hiicrelerinin
farklilasmaya uzun eksene paralel, orta duruslu ve kuyruga yakin gelisen bir ilkel ¢izgi ve
bunun igeri dogru ¢okmesiyle ortaya cikan ilkel olugun olusumuyla baslar. ilkel oluktan
baslayarak mezenkim hiicreleri yanlara ve 6ne dogru yayilarak gog¢ ederler. Biiyiimekte
olan embriyo gdvdesinde ortaya yakin bir noktada, ilkel diigiim (Hensen diigiimii) adi
verilen bir noktada son bulur. Ilkel ¢izginin, fertilizasyondan sonra 18. giine kadar bas
yoniinde uzadigr goriiliir. Bundan sonra, giderek geriler ve kalintilar1 dordiincii haftaya
kadar strer. Bu noktadan baslayarak, ektoderm ile endoderm tabakasi arasina go¢ eden
hiicreler, yogun bir kordon bi¢ciminde gelisen notokord’u meydana getirir. Notokord,
omurgalilarda (Chordata) ortaya c¢ikan bir yapi olup temel gorevi, govde eksenini
belirlemektir. Notokord, embriyo ve fetiis donemi boyunca, komsusu olan néral plaka ile

birlikte kafatasi, vertebra kolonu, beyin zarlar1 ve omuriligin gelisimine katilir.

Epiblast hiicreleri, gastriilasyonla es zamanli olarak amniyoblast olarak farklilasarak
amniyon kesesi ve amniyon sivisina kaynaklik eder. Buna ilaveten erkek ve kadinda

gametlerin dnciisii olan ilkel cinsiyet hiicreleri (ICH) ne de farklilagirlar (Sekil 2.2.2B).
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2.2.3. Ektodermin gelisimi

Uciincii haftanin basinda embriyo, ektoderm tabakast iistte olacak sekilde ovalimsi bir disk
seklini andirir, ancak bas boliimii kuyruk boéliimiine oranla daha genistir. Notokordun ve
prekord plakasinin ortaya c¢ikisi, listiindeki ektodermin kalinlagsmasini ve noéral plakanin
olusmasini uyarir. Fibroblast biiylime faktorii (FGF)’niin artisiyla birlikte TGFpB ailesi
iyesi olan BMP4’iin baskilanmasi, ektoderm ve mezodermin igeriye dogru gogiinii baslatir
ve noral plakanin olusumu igin bir baglatici (indiiktor) gorevi yapar (37). Noral plakanin
hiicreleri néroektodermi, bu tabakanin da ileri dogru gelismesi de nérolasyonu meydana
getirir (38). Ilkel noral kok hiicre belirteci olan Nestin ndron onclsl hicrelerde
bulunmasinin yani sira deride kil folikiiliindeki dis kok kilifinda, néron olmayan post-

mitotik hiicrelerde de bulunur

Ektodermin gelisimiyle, merkez sinir sistemi, gevre sinir sistemi, goz, kulak ve burnun
duyu epiteli, sa¢ ve tirnaklarla beraber tiim epidermis ve dermisin bir boliimii, deri alt1 ter
ve yag bezleri, meme bezleri, hipofiz, epifiz, disin mine tabakasi, siirrenal bezin medullasi,

bir takim bezlerin stromas1 (mezoderm ile birlikte) ektodermden kdken alan yapilardir.

12



A Yer Bulma ve Tutunma (6-7. giinler)

Trofoektoderm

Hipoblast (ilkel endoderm)

Epiblast (ilke! ektoderm) }Iki tabakall embriyo diski

Endometriyum yiizey epiteli

Gomiilme (9-10. giinler)

Trofoblast (farklilasmamis)

Pariyetal endoderm (Heuser zari)
Visseral endoderm

Epiblast
Amniyoblast

Sitotrofoblast

Sinsityotrofoblast

Gastriilasyon (16. giin)

Villus trofoblastlan

Koryon kesesi

Gegici vitellus kesesi

Endoderm®y _
Ug tabakali embriyo diski

Embriyo disi mezoderm (baglayici sap)

Sekil 2.2.2 Hiicrelerde gelisim

Implantasyon asamasina gelen insan embriyonu, 5,5-6. giinlere eristiginde (A), yer
bulma ve tutunma islemiyle endometriyum ylizey epiteline yapisir. Embriyo, 9-10.
giinlere eristiginde (B) gomiilmek {izeredir. Bu agamada epiblast ve hipoblast, Ust Uste
yerlesmis iki hiicre tabakasi olarak iyice belirginlesmistir. Hemen sonrasinda epiblasttan
ayrilan bir grup hiicre amniyoblast olarak farklilagarak ilkel amniyon kesesini olusturur.
Gelisimin 16. giinline gelindiginde (C) epiblast tabakasindaki hiicrelerin farklilasmasiyla
once mezoderm, hemen sonrasinda endoderm ve ektoderm ortaya ¢ikar (gastriilasyon)

(Can, 2014’°den alinmustir)
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2.2.4. Mezodermin gelisimi

Yaklasik on yedinci giinde, orta hatta yakin duran hiicreler ¢ogalarak paraksiyel mezoderm
ad1 verilen bolgeyi olusturur. Bu bolge somitomer adi verilen bdliimlere ayrilarak basin
mezenkim dokusunu ve govdenin ¢esitli yapilarini olusturur. somitlerin ventral ve mediyal
duvarlarinda yer alan hiicreler, notokorda dogru yonelirler. Bu hiicreler topluluguna
sklerotom, olusturduklari dokuya da mezenkim denir (39). Bu hiicrelerden bazilari
tendonlar olustururken, bir bolimii de omuriligin ve notokordun etrafinda yer alarak
vertebra siitununu olusturur. Sklerotom hiicreleri Pax1’i salgilar, bu da omurganin
olusmast i¢in gerekli olan kikirdak ve kemik yapimindan sorumlu genleri uyarir.
Somitlerin dorsolateral bolgelerinde yer alan hicrelerse ileride ekstremiteleri ve viicudun
kas hiicrelerini olusturmak iizere farklilagirlar. Kas hiicrelerine farklilasacak olanlar,
somitin dorsolateral bolgesindeki miyotom denen kimeyi ve onun (zerinde dermis

hlcrelerine farklilasacak olanlar ise dermatom denen kiimeyi meydana getirirler.

Simetrik olarak notokordun her iki tarafinda yer alan bu dokunun dis ve yan bdlgelerinde
ise lateral mezoderm ortaya cikar. Kisa siire sonra lateral mezoderm i¢inde kiigiik
bosluklarin belirmesiyle birlikte doku, {list ve alt olmak {izere iki yapraga ayrilir, iistteki
yaprak somatik veya pariyetal mezoderm, alttaki yaprak ise splanik veya visseral
mezoderm olarak geligir. Her iki yaprak birlikte embriyon gdvdesine yakin yerlesimli bir
boslugu cevrelemeye baslar. Bu embriyo i¢i govde boslugudur. pariyetal yaprak altindaki
ektodermle birlikte, ince doku tabakalar1 halinde mezotelyumu veya seréz zarlar1 olusturur.
Bunlar da periton, plevra ve perikard bosluklarin1 ¢evreleyen ve serdz sivi salgilayan
hiicrelerden olusur. Visseral yaprak ise altindaki endodermle birlikte bagirsak duvarini
olusturur. Visseral yapragin mezoderm hiicreleriyse her organi saran serdz zarlar1 meydana
getirir. Son olarak, pariyetal mezoderm ile lateral mezoderm arasinda bir ara mezoderm

pargast belirir ve tirogenital yapilara farklilagir (40).

Kan hiicreleri ve kan damarlar1 eszamanli gelisen olusumlardir. ilk kan adaciklan {iciincii

haftada vitelliis kesesi duvarin1 déseyen mezoderm iginde goriiliir. Bu adaciklar mezoderm
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hiicrelerinin hemanjiyoblast’lara doniistiikleri bolgelerdir. Hemanjiyoblastlar damarlarin ve
kan hiicrelerinin ortak onciisii kabul edilirler. Kalici hematopoetik kok hiicreler ilkel
aortanin ¢evresini saran ve Aort-Genital ¢ikinti-Mezonefroz (AGM) bdlgesi olarak
adlandirilan mezoderm tabakasindan gelisirler. Buradaki hiicreler fetiisteki en buyuk
hematopoetik organ olan karacigere kaynaklik ederler. Daha sonra karacigerdeki kok

hiicreler kalic1 kan yapici doku olan kemik iligine kaynaklik eder.

2.2.5. Endodermin gelisimi

Endoderm tabakasindan gelisen temel yapi, gastrointestinal sistemdir. Bu tabaka,
embriyonun ventral yiliziini déser ve vitelliis kesesinin de tavanini olusturur. Beyin
keseciklerinin gelismesi ve biiylimesiyle birlikte amniyon boslugunun olusmasi,
embriyonun bas-kuyruk ekseninde biiyiimesini saglar. Bu uzamaya paralel olarak es
zamanli olarak embriyonun i¢e bakan yiiziinde de bir bliyiime ger¢eklesir. Bu biiyiime basa
yakin bolimde 6n bagirsak, kuyruga yakin boliimde arka bagirsak, ikisinin arasinda ise
orta bagirsak boliimlerini olusturur. Orta bagirsak boliimii gecici olarak vitelliis kanali

(ductus vitellinus) yoluyla vitellus kesesine baglidir.

Endoderm tabakasi, gelismekte olan sindirim sisteminde i¢ ylizeyi doseyen epitel olarak
farklilagir. Endoderm farklilasmasinin ilk belirteglerinden biride GATA4 molekiiliidiir.
Gelisme ilerledik¢e solunum sisteminin epiteli, tirod, paratiroid, karaciger ve pankreasin
parankimi, tonsilla ve timusun retikiiler stromasi, mesane ve lretranin epiteli, timpan

boslugu ve dstaki borusunu doseyen epitel meydana gelir.

2.3. Insan Gobek Kordonu Gelisimi

Ddollenmeden sonraki epiblast ve hipoblast olusumundan sonra gebeligin tiglincii haftasiyla

birlikte gastrulasyon, ii¢ germ tabakasinin olusumuyla embriyonun sirtinda bulunan
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hiicrelerin ilkel ¢izgiyi olusturmak iizere bir araya gelir. Gastrulasyonun en belirgin

Ozelliklerinden biri mezoderm olusumudur.

Embriyonun 12-13. giiniinde ilkel ¢izgiden go¢ eden bazi hiicreler embriyon dist
mezodermi olustururlar. Embriyon dis1 mezodermin biiyiik bir kismi, embriyonu embriyon
dis1 dokulara baglayan baglayict sapi olusturur (Sekil 2.3.1A.). Embriyon kaudal
kismindan baglayici sap ile trofoblastik dokulara baglanir. Embriyon biiyiidiikge ve
dolasim sistemi gelismeye basladik¢a embriyonun kan damarlar1 baglayici saptan gegerek

plasentaya ulasir ve bu donemde baglayici sap gobek kordonu adimi alir (Sekil 2.3.1B.).

Gelisim sirasinda amniyotik kavite hizla genisler ve amniyon, baglayici sap ve vitelliis
kesesi sapini sararak ilkel gobek kordonunu olusturur. Distalde kordon, vitelliis kesesi
sapin1 ve umbilikal damarlar1 igerir. Proksimalde ise bagirsak anslarimi ve allontois
artiklarinmi igerir. Vitelliis kesesi koryon boslugunda bulunur ve gébek kordonuna sapi ile
baghdir. Ugiincii aym sonunda amniyon koryonla temas edecek kadar genisler ve koryon
boslugunu doldurur. Vitelliis kesesi ise bu sirada biiziiliir ve giderek oblitere olur. Karin
boslugu hizla gelisen bagirsak anslar1 i¢in oldukg¢a dardir. Bu nedenle bazi1 bagirsak anslari
gobek kordonundaki embriyon dis1 bosluga itilir (Sekil 2.3.1C.). Bu donemde fizyolojik
umbilikal herni gozlenir. Ugiincii ayin sonunda anslar embriyon govdesine alinir ve
kordondaki bosluk silinir. Allontois ve vitelliis sap1 da oblitere olduktan sonra dogumda

gbbek kordonunda sadece umbilikal damarlar ve Wharton peltesi kalir (41).
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Sekil 2.3.1 Embriyon dis1 dokularin erken ve ge¢ donemde gelisimi.

On ikinci giinde embriyon koryon boslugunda baglayici sap ile asili halde durmaktadir
(A). Besinci haftanin sonunda ilkel gobek deliginden gobek kordonu, vitelliis kesesi ve
vitellin damarlar ge¢mektedir (B). Onuncu haftada barsak anslar1 gobek kordonundaki
embriyon dist bosluga itilir (C) (Sadler TW. Langman’s Medical Embryology’den
alinmastir).
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IGK yaklagik 40 gram agirhiginda, 50-60 cm uzunlugunda 1-2 cm kalinhiginda olan bir
dokudur. Hamilelik siiresince anne ve fetiis arasinda vaskiiler baglantiy1 saglar ve fetiisten
biyolojik atiklarin toplanmasini ve kan akisini saglayan kan damarlarimi dis etkilerden

korur.

Gobek kordonunun stromasi, Wharton peltesi (jolesi) ad1 verilen embriyona 6zgii miikoz
bag dokusu ile ¢evrelenmis iki arter ve bir ven igerir (Sekil 2.3.2A). Kordonun etrafi
amniyon zarindan koken alan epitel ile kaplidir (Sekil 2.3.2B). Umbilikal arterler i¢ ve dis
elastik laminadan yoksundur ve adventisyanin yerini miikéz bag dokusu almistir.
Umbilikal damar degisik yonelimli diiz kas lifleri iceren kalin bir muskularis tabakasi ile
karakterize edilir (Sekil 2.3.2E). Tiim damarlar sola dogru sarmal doniisler yaparak

organize olmustur. Kapiler ve lenfatik yapilar mevcut degildir.

Wharton peltesi basingtan koruyucu etkisiyle doku biitiinliigliniin devamini saglayan
hiyaliironik asitten zengin immatiir kollajen lifleri ¢evreleyen bag dokusu matriksi ve
miyofibroblastlardan olusur (42). Damarsiz olan stroma dokusu anatomik olarak homojen
gibi goziikse de, 6zellikle son yillarda bu doku i¢indeki farkli bolgelerden alinan hiicrelerin
farkli cogalma ve farklilasma 6zelliklerinin belirlenmis olmasi, stromay1 en azindan ii¢ ayri
baslik altinda irdelemeyi gerektirir (43). Buna gore bir bazal membran (zerine oturan ve
tek kath yassi-kiibik epiteli olma Ozelligine sahip olan amniyon zarmin altinda kalan
stromaya subamniyotik stroma adi verilir (Sekil 2.3.2B). Stromanin bu boéliimiinde az
sayida stroma hiicresi, daginik ve ince kollajen lif demetleriyle (tip I, III ve VI kollajen)
birlikte son derece bol hiicrelerarasi sivi igeren bir ortamda bulunurlar. Buradaki stroma
hiicrelerinin diger alanlardaki hiicrelere oranla daha az farklilasmis oldugu ve ¢ogalma
yeteneginin de o denli yiiksek oldugu belirlenmistir (44). Subamniyotik stromanin hemen
altinda i¢i s1v1 dolu cepler (yariklar) yer alir. Bunlar kordonun gerilme ve sikismalarinda

arter ve venlere yastik¢ik gorevi yaparlar.

Stromanin ikinci ve en ¢ok alan kaplayan bdlgesi intervaskiiler stroma olarak adlandirilmis

olan (15) ve eskiden beri Wharton peltesi olarak bilinen boliimiidiir (Sekil 2.3.2C.). Burada

18



yer alan stroma hucreleri, doku iginde uzun uzantilara olan, miyofibroblast 6zelliklerine
sahip hucrelerdir. Miyofibroblast olarak ifade edilmelerinin nedeni ise sitoplazmada aktin,
miyozin, vimentin ve desmin gibi filamanlarin gosterilmis olmasidir (45). Hicreler
arasinda Ozellikle tip I ve tip III kollajen yapisinda lifler kalin demetler yapar. Wharton
peltesini, ¢esitli kuvvetlere ve kollajeni eriten enzimlere direngli hale getiren yap1 tip 111
kollajendir. Buna karsin stromada sanildiginin tersine elastin bulunmaz. Hiicreler arasi
maddenin temel elemani olan glikozamino glikan (GAG) molekiillerinin yogunlugu, bu
dokuyu vicuttaki en yiksek GAG iceren organlardan birisi yapar, 6yle ki, gdbek kordonu
stromasindaki GAG’in %70 ini hyaliironik asit (HA) olusturur ve bu sayede gobek
kordonu, insanda en yiiksek HA iceren doku olma o6zelligi kazanir. Gobek kordonu
anomalilerin ~ 6nemli  bir  bolimu  hicreler arast  matriks  bozukluklarindan
kaynaklanmaktadir. Stromada az sayida saptanan mast hiicrelerinin belli oranda GAG
kaynagi oldugu bilinmekle birlikte, kuskusuz, matriks proteinlerin esas kaynagi stroma
hicreleridir. Bu durum, oOzellikle in vitro ortamda farklilastirma ¢abasi iginde olan
deneylerde g6z Oniine alinmali, kikirdak ve kemik gibi yogun hiicreler aras1 madde sentezi
gerektiren kiiltiir kosullarinda kiiltiir ortamima salinmasi gereken hiicreler arasi lif

proteinleri ve GAG’lar 6l¢iilerek farklilagtirma ortaminin basarisi degerlendirilmelidir.

Stromanin lic¢lincii tabakasi, damarlarin etrafindaki dar stroma alanindaki hiicreler ve
hiicreler aras1 madde olan perivaskiiler stroma’dir (Sekil 2.3.2D). Bu bolgeyi intervaskiiler
stromadan ayiran bazi 6zellikler nedeniyle ayr1 bir doku bolgesi olarak isimlendirmek
gerekmigtir. Buradaki stroma hiicreleri daha sikisik bir alanda daha dar ve kiiciik
sitoplazma bdolumlerine sahiptir. Perivaskiler stroma hucrelerinin  kemik hicresine

doniisme yetisi digerlerine gore daha yiiksektir (46).
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Sekil 2.3.2 insan Gobek Kordonu Histolojisi

Insanda gobek kordonu icinden seyreden iki umbilikal arter ve bir umbilikal ven,
olduke¢a gevsek bir bag dokusu i¢cinde (Wharton jolesi, intervaskiiler stroma) yer alir (A).
Disaridan gébek kordonunu saran tek-iki katli kiibik epitel yapisindaki amniyon zari,
hemen altinda subamniyotik stroma ile devam eder (B). Kordon stromasinin biiylik
boliimii intervaskiiler stromadan olusur ve buradaki hiicreler (C) kordon stromasinin
temel hiicrelerini olusturur Arter ve venin g¢evresini saran stroma, perivaskiiler stroma
olarak adlandirilir ve farkli 6zellikte kok hiicreler barindirir (D). Arter duvarindaki
hiicreler ise E mikrografinda izlenmektedir. Ol¢iim ¢ubuklari: 200 pm. (A); 30 pm. (B-
E). (Can, 2014’den alinmistir)
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Bu hiicrelerin gebelik siiresince belirli farklilasma asamalarindan gectigi gosterilmistir. 11k
trimesterde o-SMA filamani1 izlenmezken ikinci ve iiglincli trimesterlerde a-SMA’nin
varlig1 ortaya konmus ve bu da Wharton peltesindeki hiicrelerde postnatal farklilagmalarin
olabilecegi konusunu giindeme getirmistir (47). Temporal farkliligin yani sira hiicre disi
matriks elemanlar1 ve hiicre iskeleti filamanlarinin ekspresyonunun gobek kordonunda
bulunan subamniyotik, intervaskiiler ve perivaskiiler hiicrelerde bdlgesel farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Termde gobek kordonunda perivaskiiler ve intervaskiiler
hiicreler vimentin, desmin, a-SMA, y-duz aktini, diz kas miyozini eksprese eden iyi
farklilagsmis hlcrelerken subamniyotik bélgedeki hiicrelerin genellikle diiz kas miyozini ve
y-diz aktini eksprese etmeyen daha az farklilasmis hiicreler oldugu gosterilmistir (Sekil
2.3.3.) (44). IGK dokusundaki hiicrelerin vimentin ve desmin acisindan varligi ve
yerlesimi incelendiginde hem perivaskiiler hem de intervaskiiler alanda ifade bulur.
Endodermal ve ektodermal epitel hiicrelerinde ifade oldugu bilinen (48) bir diger ara
filaman olan sitokeratin stroma hiicrelerinde pozitiftir (28, 44, 49). IGK dokusundaki
hicreler sitokeratin ve o-SMA agisindan degerlendirildigindeyse perivaskiiler alanda
dominant olarak izlenirken ayrica a-SMA subamniyotik bdlgede de ifade bulur (28). Bu
farklilik hiicrelerin ince yapilarinda da gosterilmistir. Daha az farklilasmis hucrelerde
belirgin GER, sitoplazmik filamanlar ve devamlilig1 olmayan bazal lamina izlenirken iyi
farklilagsmis hiicrelerde diiz kas hiicrelerine benzer sekilde artmis sitoplazmik filamanlar,

kaveola ve kesintisiz bazal lamina bulundugu belirtilmistir (50).

vimentin sitokeratin desmin a-SMA

¢ e |8

Kordon
bolgeleri

Sekil 2.3.3 Insan gébek kordonunu dokusu hiicrelerindeki hiicre iskeleti proteinlerinin
dagilimi

(A): Vimentin tiim kordon stromasinda gozlenir (B): Pansitokeratin PV de IV ye gore
daha fazla gozlenir. (C): Desmin varlig1 vimentine benzer, tim kordon stromasi boyunca
gozlenir. (D): o-SMA PV ve subamniyotik bdlgede go6zlenir (Beyaz ok).
(Karahiiseyinoglu, 2007’den alinmistir)
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2.4. TInsan Gébek Kordonunun Barimdirdig: Hiicreler

Gunumuzde insan gobek kordonunun belirli bélgelerinden mezenkimal kok hcreler elde
edilebilir. MKH’ler o6zellikle gobek kordon kani, gobek kordon veni subendoteli ve
wharton peltesinden izole edilebilir. Wharton peltesindeki MKH’ler birbirinden kesin
sinirlarla ayrilmamis farkli alanlardan elde edilebilir. Bunlar; amniyon epiteli, arter duvari
cevresindeki perivaskiiler alan, subamniyon ve bu iki bolge arasinda kalan intervaskiiler
alandan olusur. Bu farkli alanlardan elde edilecek olan MKH popiilasyonlarinin birbirinden
farkli olup olmadigi heniiz bilinmemektedir (28). GoObek kordonundaki damarlar
cikarildiktan sonra geriye kalan dokudan elde edilen MHK’ler IGK-MKH’leri olarak
adlandirilir. Bu hiicrelerin MKH’lere 6zgii yilizey belirteglerini ifade ediyor olmalar

onlarin MKH ailesinin bir tiyesi oldugunun gostergesidir (51).

Bir¢ok arastirma grubu MKH miktarin1 arttirmak icin tiim kordon dokusunu kullanirken
baz1 gruplarda belirli bir bolgesini kullanmaktadir. Gruplar arasinda kullanilan izolasyon
yontemleri ve kiiltiir kosullar1 farklilik gostermektedir. Kiiltlir besiyerinin igerisine bazi
gruplar VEGF, EGF, bFGF gibi blytme faktorleri eklerken baz1 gruplarda biiylime faktorii
kullanmamaktadir. Bunun yani sira izolasyon ydntemi olarak enzimatik ve eksplant

yonteminin kullanilmasi elde edilen hiicre fenotipleri arasinda farklilik yaratmaktadir (52).

Damarlar1 cikarilan tim kordon dokusundan elde edilen IGK-MKH hiicreleri in vitro
ortama alindiklarinda iki farkli morfolojide g6zlenir: fusiform yapida, fusiform gekirdekli,
kollajen sentezleyen hicreler (tip-2) ve daha kdseli sitoplazmali, yuvarlak, girintili-gikintilt
cekirdekli ve belirgin c¢ekirdekcikli hucreler (tip-1) olmak Uzere (28). Bu hcrelerin
telomeraz etkinlikleri yiiksektir ve boliinme sayilar1 20-80 arasindadir. Ayrica bu hiicreler
kok hiicre ozelliklerini en az 9-10 pasaj siirdiirebilme yetenegindedir. IGK-MKH’leri in
situ miyofibroblastlara benzer 0Ozellik gosterirler (53). Hiicre igi glikojen ve yag
damlaciklari, prokollajen salgi graniilleri, iyi gelismis endoplazma retikulumlari, ¢ok
sayida mitokondriyon ve golgi kompleksine sahiptirler (44, 47, 54). Hiicre yiizeyi kismen

heparan siilfatli proteoglikanlardan olusmustur (44). Miyojenik hiicrelere benzer sekilde,
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10 nm kalinhiginda ¢ok sayida hiicre i¢i filamanlar1 vardir. Hiicre sitoplazmasindaki bu
filamanlarin immiin fliioresan boyamalarla desmin ve a-SMA gibi miyojenik hiicrelere
Ozgii filamanlar oldugunun goriilmesi, bu hiicrelerin hem diiz kas hem de fibroblast
Ozelliklerini tasidigina isarettir (28, 55). Diiz kas ve fibroblast ince yapisii birlikte
gosteren hiicreler miyofibroblast olarak tanimlanmiglardir (44, 47, 56). Kontraktil
proteinler olan aktin, desmin ve a-diiz kas aktini miyofibroblastlara 6zgudir (57). Bu
proteinlerin stroma hiicrelerince de ifade edildigi gosterilmistir (28, 45, 47). Bu hicrelerin
lif sentezinde ve organize olmus hiicrelerin haberlesmesinde ve kasilmasinda rol oynadig:
diistiniilmektedir. Mezensim kokenli hiicrelerde ifade oldugu bilinen (48) ve bir ara
filaman proteini olan vimentinin bu hiicrelerdeki varhigi (28, 44, 47, 49) bu gorisi

destekler. IGK-MKH’lerinin %350 si sitokeratin (SK) 8, 18, 19 agisindan pozitiftir.

Mezenkimal kok hiicreleri karakterize etmek icin cesitli belirtecler kullanilmaktadir. IGK
elde edilen MKH’ler birgok CD proteini ifade eder. IGK-MK hiicrelerinin CD105, CD73,
CD90 gibi MKH’lere 6zgii belirtegleri ifade ettigi gosterilmistir (58). Bunun yaninda MKH
de olmadig1 bilenen fotal fibrosit belirtecleri insan l6kosit antijeni (HLA)-DR, CD163,
CXCR4, makrofaj ve monosit belirteci olan CD14, ITGAM (CD11b), ITGB2 (CD18),
CSFIR (CD115) bakimindan negatiftirler (58). Bu sonuclar fotal donemde sirkiilasyonda
olan fibrosit ve makrofajlarin gébek kordonuna go¢ etmis olabilecegi hipotezini ortadan
kaldirir. Ayrica kordon kan1 ve ven endotel hiicrelerinde pozitivitesi bilinen VWF, CDHS5,
ICAM2, PECAML1 (CD31), KDR, FLT1, CD33, hematopoetik kok hiicre belirteci olan
CD45 ve CD34 belirteclerini ifade etmezler (59).

Embriyonik kok hiicre belirteci olan Oct4 (A ve B) un her iki formunu diisiik diizeyde de
olsa ifade ederken (60, 61), Nanog (62) gibi bazi transkripsiyon faktorlerini ve SSEA-3,
SSEA-4, Tra-1-60 ve Tra-1-81 gibi pluripotent kok hiicrelere 6zgii belirtecleri m-RNA ve
protein seviyesinde ifade ederek 9. pasaja kadar bu ifadeyi strdirdukleri belirtilir (63).
Ancak multipotent 6zellikleri icin, az miktardaki Oct4 duzeyi yeterli olabilir. Fakat
pluripotent kdk hicre belirteclerinden olan Oct4 (B), Sox2, Nanog ve Lin28 ifade
etmedikleri ya da ¢ok diisiik seviyede ettikleri bir diger ¢alismada gdsterilmistir (64). IGK-

MKH’leri immun defekti olan fareye verildiginde teratom olusturmazlar (65) bunun yani
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sira immiin olarak baskilanmamis si¢can beynine enjekte edildiginde tiimor olusturmazlar
(66). Bu hiicrelerin sahip olduklar1 bu 0zellik belki de pluripotent belirtegleri az ya da hig

ifade etmemesinden kaynaklanabilir (67).

Bu hiicre popiilasyonu iizerinde yapilan genis ¢alismalar immiin sistem, néroektodermal
ve endodermal farklilasma yoniinde MKH’lerin immiin tanimayla iligkili timdr baglantili
cesitli belirtecleri ifade ettigini gosterir (61). IGK-MKH’lerinin karsino-embriyonik antijen
(CEA) ve Ras onkogeninin embriyonik formu olan Eras ifade etmemeleri bu hiicrelerin
hiicresel tedavide tiimorojenik bir risk olusturmadan kullanilabileceginin bir ifadesidir (14).
IGK-MKH’lerinin immiin toleransta 6nemli olan HLA-G ifade ederken ve CD86 agisindan
negatiftirler. HLA Class | pozitifken HLA Class Il negatiftirler. Bunlarin yani sira
vimentin, o-SMA ve prolyl-4-hydroxylase gibi mezenkimal belirtecler yodnlnden
pozitifken, ndroektodermal ve endodermal farklilagma belirteclerini ifade eder. Bu
hiicrelerin sahip oldugu ozellikler onlarin bu yolaklara dogru farklilasabileceginin bir

gostergesidir.

Mezoderm kaynakli bir doku olmasi nedeniyle, gobek kordonu stromasi hiicrelerinin de
diger mezoderm hiicreleriyle ortak o6zelligi olabilecegi diislincesiyle bu hiicrelerin
farklilasmasinda ilk denenen seriler, dogal olarak mezenkimal hicre serileri olan

osteoblastlar, kondroblastlar ve adipositler olmustur (6, 28, 68).

IGK-MKH’lerinde belirlenen diger belirteclere bakacak oldugumuzda hiicre adezyonu ve
migrasyonuyla ilgili oldugu goriiliir. Integrinlerle kompleks yapan hiicre yiizey
glikoproteini CD9, CDA49b, integrin a altbirimi ve CD62 olarak bilinen E-selektin.
Bunlarin yaninda c¢aligma gruplarindaki farkli sonuglar 1s18inda CD117 ve CDI106
pozitivitesi olabilecegi sdylenebilir. IGK-MKH’lerinin immiinomodiilator 6zellikleri diger
MKH kaynaklarina gére 6ne ¢ikar IL-6, 1L-8, IL12, SCF, FIt-3 gibi sitokinleri ifade eder.
Hiicre migrasyonunu tesvik eden ve birgok tiimor hiicresinde bulunan neuropilin/plexin
reseptoriiniin  ligandi olan yiiksek SEMA3C pozitiviteleri bu hiicrelerin hedefleme
(homing) 6zelligini agiklayabilir (64).
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2.5. IGK-MKH’lerinin Farklilasma Ozellikleri

IGK-MKH nin farklilagsma yetisi, diger hiicre serileri yoniinden smandiginda, ektodermal
hicrelerden sinir hicrelerine, 06zellikle tirozin hidroksilaz enzimi igeren dopamin
sentezleyen hiicrelere dontisebildigi (69) ve deneysel Parkinson modelinde vicut icine
nakledilirse Parkinson’un tipik belirtilerini biiyiik oranda giderebildigi belirlenmistir (60,
70). IGK-MKH, in vitro ortamda sinir hiicresine doniisiim uyarisini aldiginda néron veya
ndron Onciisli hiicreye farklilasmanin birgok yapisal 6zelligini (B-111 tubtlin, norofilamin,
GFAP, MAP2, NeuN ve nestin vb) kazanir (28). Bunlardan bazisi norotrofik faktorler
(GDNF, BDNF) salgilamaya baslar (60, 71). Sicanda gergeklestirilen deneysel
serebrovaskiiler tikanmada, yaklasik bir milyon IGK-MKH hiicresinin bir siire sonra orta
serebral arter tikanikligina bagli norolojik semptomlar: diizelttigi ve korteksteki sinir
etkinligini artirdig1 goriilmistiir (72). Verilen hiicrelerin tikanma bdolgesine giderek gliya,
noron ve endotel hiicrelerine doniistiigli gozlenmis, yeni damar olusmasina yardimci olarak
iskemi semptomlarin1 azalttigi gosterilmistir. Bu ve benzeri ¢alismalar yiiriiten
aragtirmacilarin ortak goriisii, verilen kok hiicrelerden koken alan makrofaj/mikrogliya
hiicrelerinin ve ayrica B1 integrin ifadesinin bu siiregte etkili oldugu seklindedir. Benzer
sekilde, siganda beyin i¢ci kanama olgularinda verilen IGK-MKH’nin semptomlar1 geriletici
etkisi olmaktadir (73). IGK-MKH nin tedavi etkisinin sinandi81 bir baska 6rnek de medulla
spinalis kesileridir. Hiicrelerin verilisinden haftalar sonra siganda kortikospinal liflerde
yenilenme, 16komotor etkinlikte artis kaydedilmis, lezyon bdlgesinde kontrol gruba gore
daha az sayida astrosit ve daha fazla etkin mikrogliya saptanmistir. Hiicreler, nakilden 16.
hafta sonra bile varligin1 korumakta, bunun yani sira akson yenilenmesinde rol alan ¢esitli
faktorleri (NT3, NAP2, FGF2) salgilamaktadir (74). IGK-MKH’leri sicanda retinadaki
fotoreseptor hiicrelerinin rejenerasyonunda da denenmis, ndrona farklilasmaksizin
salgilamis oldugu IL-6 ve BDNF gibi molekiller sayesinde blyik oranda fotoreseptor
yenilenmesi gergeklestirmistir (71). Subendotelial bdlgeden elde edilen hiicrelerin néronal
hiicre farklilasmasinda ve sag kaliminda rol oynayan nestin (61), sinir buyume faktori (75)
ve noron hicrelerinde adezyon molekulii olan CD56 (63) ifadesi bu hicrelerin noronal
yonde farklilagma potansiyeli gosterir. Bu hiicrelerin  kiiltiir ortaminda norona
farklilastirildiginda bu hiicreler yiiksek oranda noron spesifik enolaz agisindan pozitiftir

(76).
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IGK-MKH nin bir bagka farklilasma yolu da endoderm kdkenli hiicrelerdir. Bu alandaki
birgok ¢alismadan en yetkin olan1t Chao ve ark. tarafindan in vitro kosullarda dort asamali
olarak hiicrelerin pankreasin Langerhans adaciklarina benzer hiicreler iiretip deneysel
diyabet modeli gelistirilen siganlarin karacigerine nakletmek olmustur. Insan kaynakli bu
adacik hiicreleri in vitro kosullarda C peptid ve insiilin salgilamis, pankreasin 3
hiicreleriyle ilgili birgok gen ifadesi gostermistir (77). Nakil sonrasinda sicanda her hangi
bir immiin baskilayici kullanilmaksizin dokuz hafta siiresince normal kan glikoz
diizeylerine ulasilmistir. IGK-MKH’nin diger bir endoderm tiirevi hiicresi olan hepatosite
basariyla farklilastig: bilinir. Ug asamali bir farklilastirma protokoliiyle hiicreler yapisal ve
islevsel olarak hepatositlere donistiiriilebilirler (2). Bu hiicreler ¢esitli karaciger
belirteclerini gosterir, glikojen depolar, dre, albimin ve AFP Uretir (78). Hepatosite
farklilastirilmig hiicrelerin SCID farenin dalagina yapilan enjeksiyonu sonucunda albiimin

ve AFP tirettikleri saptanmustir.

Mezoderm tirevlerinden bir digeri de 6zellikle klinikte cok dnemli olan kardiyomiyosittir.
IGK-MKH’lerinin kardiyomiyosite doniisiimii birbiriyle ¢elisen sonuglar gdstermistir. 5-
azasitidin (5-aza) gibi miyojenik farklilasmay1 saglayan bir kimyasal maddeyle yapilan
girisimlerde kasilma etkinliginin saglandig1 veya saglanamadigi gruplar olmustur. IGK-
MKH’nin Myf5 ve MyoD ifade eden iskelet kas1 hiicrelerine doniisiimii ya 5-aza ile (14)
ya da daha fizyolojik bir yol olan es-kiiltiirlerle veya gen nakliyle basarilmistir (79). Heniiz

bu hiicreler klinik kullanimdan uzaktir.

IGK-MKH, yukarida sayilanlarin disinda CD34 ve CD31 barindiran endotel hiicrelerine
dontstiiriilmiis, hematopoetik sistemde c¢esitli sitokinler salgilayarak HKH islevlerini
kolaylastirmis, dogal 6ldiirticii hiicrelerin sitotoksik etkilerini artirarak GVH hastaliginda
kullanilabilecegi, EKH ¢ogalmasini artirabilecegi gosterilmistir. Bu hiicrelerin preklinik

deneylerdeki kullanimlarina iliskin ayrintilar Fan ve ark’nin derlemesinde bulunabilir (80).
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2.6. IGK-MKH’lerinin Kemik iligi (Ki) MKH’leriyle ve Kordon Kam (KK)
MKH’leriyle Kiyaslanmasi

Lu ve ekibi kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerindeki (Ki-MKH) gibi IGK-MKH’lerinin
de sitokin iirettigini, bunun yan1 sira Ki-MKH’lerinin iiretemedigi graniilosit makrofaj
koloni uyaric1 faktorleri (GM-CSF) ve granilosit koloni uyarici faktorleri (G-CSF)
tirettigini gostermistir (76). Bu 6zellikleri ve sahip olduklart diger 6zellikleri insan gobek

kordon kanindan (IGKK-MKH) elde edilen MKH’lerle benzerdir.

IGKK-MKH, IGK-MKH ve Ki-MKH’leri arasinda farklar vardir. Bunlardan ilki IGK-
MKH’lerinin koloni olusturan birimlerin izolasyon frekans: (CFU)-F IGKK-MKH ve Ki-
MKH’lere kiyasla daha fazladir (46). Bunlarin yaninda IGKK-MKH ve IGK-MKH’lerinin
kendini esleme siiresi KI-MKH’lerine kiyasla daha kisadir (28, 71, 81). Hizli kendini
esleme siiresi yetenegi, gobek kordonundan, gébek kordon kanindan ve fotal kandan elde
edilen MKH’lerin ortak ozelligidir. Bu 6zellikleri onlarin Ki-MKH’lerine oranla daha
primitif bir dogaya sahip olduklarinin bir géstergesi olabilir. IGKK-MKH’leriyle IGK-
MKH’leri arasindaki en onemli fark Ornegin %100’iine yakinindan izole edilebilir
olmalaridir dokunun isleme alinmasi 48 saati bulsa bile elde edilen hiicre sayisinda biiyiik
bir degisim gdzlenmez (60). IGKK-MKH’lerinin izole edilmesi ve prosediriin optimize
edilmesi daha zordur. En uygun kosullarda elde edilen hiicre miktar1 6rnegin %63’ linii

gecmez.

Osteopontin hematopoetik kok hiicre (HKH) niginin major bilesenidir ve hematopoetik
Oncu hicrelerin regulasyonunda gorevlidir (82). Hiyaliironik asitte (HA) HKH nisinin bir
diger bilesenidir. IGK da HA ce zengin bir dokudur ve IGK-MKH’leri HA agisindan iyi
bir kaynaktir (83).

Bu hiicrelerin farklilagsma yetileri cogunlukla kemik iligi kaynaklt MKH ile kiyaslanmus,

basar1 sonuglar1 bu hiicrelere kiyasla verilmistir. Ornegin, iic boyutlu kollajen tip I/III jel
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olusturularak kemik yapimi kiyaslandiginda her iki hiicre grubunun da yeterli kemik
yapimini saglayabildigi gosterilmistir (84). IGK-MKH’nin KI-MKH’ne kiyasla ii¢ kat daha
fazla kikirdak yapimi yetisinin oldugu da bildirilmistir (85). Aymi sekilde adipositlere
farklilasma yetisi KI-MKH’den ¢ok daha yiiksektir (6).

Gelisim siireci agisindan degerlendirildiginde, epiblasttan kaynaklanan embriyon dist
mezodermin bir tiirevi olan IGK-MKH Ki-MKH’ne kiyasla daha ilkel, bir baska deyisle
daha fazla EKH’e yakin bir konumda yer aliyor olabilir. Gergekten de IGK-MKH’leri
diger bircok MKH’ye oranla daha fazla kok hiicre ve germ hiicresi belirteci barindirir.
Yani sira KI-MKH’ne oranla daha hizli ¢ogalma 6zelligine sahiptir ve dolayisiyla birim
zamanda daha fazla sayida hiicre elde edilebilme olanagi sunar (81). Telomeraz etkinlikleri
yiiksektir ve boliinme sayilar1 20-80 arasindadir. Ayrica bu hiicreler kok hiicre 6zelliklerini
en az 9-10 pasaj siirdiiriirken Ki-MKH’de bu durum genellikle daha erken pasajlarda sona
erer (86).

IGK-MKH’leri adipojenik (6), kondrojenik, osteojenik, kardiyomiyojenik ve islevsel sinir
hicrelerine farklilasma potansiyeline sahip kok hiicreler barindirirlar (28, 47, 87).
Ksenotransplantasyonlarinda bile alicida immiin yanit olusturmamis ve doku reddi ile
karsilagilmamustir (60, 70). Kemik iligi kokenli MKH kiyasla daha etkin bir kok hiicre
kaynagidir (88). Gen tedavisinde kullanilabilir 6zelligi olmas1 (12, 13), embriyonik kok
hiicrelerin (EKH) aksine, timor olusturmamalart (14), bireylerden acisiz, hizlica alinabilir
ve daha az etik probleme neden olmalari, diisiikk maliyetle dogumda toplanabilir, kriyojenik
olarak depolanip, ¢oziiliip, tedavi edici amagl ¢ogaltilabilir potansiyele sahip olmalariyla

onem tasimaktadirlar (15).
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3. GEREKCE VE AMAC

Insan gébek kordonunun farkli bélgelerinden elde edilen IGK-MKH’leri in vivo ve in vitro
ortamda sergiledikleri karakteristik Ozellikleriyle klinik c¢alismalarda kullanilabilecek
onemli bir kok hiicre kaynagidir. Bu hiicrelerin sergiledigi birgok dokuya farklilagabilme
yetenegi bunlarin doku ve hiicre kayiplart i¢in doku mithendisliginde (89) ve hcresel
tedavilerde (90) kullanilabilecegini  gostermektedir. IGK-MKH’lerinin, hayvan
modellerindeki beyin iskemisinde angiogenezi arttirdigi (72), hepatektomi sonrasi
karaciger yenilenmesini arttirdigi (2) ve Parkinson modellerinde noéron yapilarinin yerini
aldip1 goriilmiistiir (60). IGK-MKH’lerinin Ki-MKH’leri gibi hematopoetik kok hiicrelerin
cogalmasini destekledigi ve NOD-SCID farelerde engraftmani arttirdigi izlenmistir (91).
Son ¢alismalar, IGK-MKH’lerinin kanser sitoterapisinde kullanilabilecegini destekler
niteliktedir (92). IGK-MKH’lerinin sergiledigi bu o6zellikler birgok faktor tarafindan
yonetilmektedir. Arastirmacilarin  en Onemli gorevlerinden biri  bu faktérlerin
anlagilabilmesi i¢cin MKH 6zelliklerinden sorumlu mekanizmalart tam  olarak
aydinlatmasidir. Bu alanda yapilan galismalardan birisinde de IGK-MKH’lerinin detayli
transkriptom profilinin ¢ikarilarak 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi amaglanmistir (64).
Bu calisma sonucunda ifadesi artan genlerin immiinomodiilator 6zellik i¢in gereken immiin
sistemin gelisimi ve aktivasyonunu saglayacak olan antijen olusumu ve tiretimiyle iligkili
oldugu goriilmiistiir. Diger yandan, tiimor hiicrelerinde fazla miktarda oldugu bilenen bir
reseptore afinitesi olan, bdylece hiicre gogiinii arttiran semaforin E’nin varligi bu
hiicrelerin tiimor hiicrelerine hedeflenmesinde kullanilabilecegini gostermektedir. Bu
hiicrelerin bazi timdr baskilayici1 genleri ifade etmesi in vitro ortamda teratom gelisimini

engelleyebilir.

Son yillarda IGK-MKH’leri iizerinde yapilan bircok calismaya ragmen hiicrelerin elde
edilmesinde, kultire edilmesinde ve analizindeki heterojen yontemler bu hicrelerin tam
olarak tanimlanmasini engellemektedir. Sonu¢ olarak sadece kordon bdlgeleri arasinda
degil ayn1 zamanda ayni kordon bolgesinden elde edilen hiicrelerde de farkli fenotipik
profillere rastlanmaktadir (60, 64, 70). Elde edilen bilgiler 1s18inda IGK-MKH’leri farkli
derecelerde kokliiliik 6zelligine sahip, kendine 6zgii bir hiicre toplulugunu igeriyor olabilir.

Hicre izolasyonu ve kiltiri yontemlerinin standardize edilmesi bu hipotezin
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dogrulanmasin1 ve hiicre gruplarmin aydinlatilmasini saglayabilir. Bu sekilde hiicre
gruplart i¢inde en primitif hiicrelerin belirlenmesiyle klinik ¢alismalarda en etkin sonuca

ulasilabilir.

Onerilen bu ¢aligma ¢ok 6nemli bir hiicre kaynagi olarak kabul edilen ve kemik iligi kok
hiicrelerine gére bircok avantaji ortaya konan gébek kordonu hiicrelerinin bulundugu iV,
PV, SA, GKA gobek kordonu bolgelerinin gébek kordonu dokusundan ayrilarak ayri

kilture edilmeleri ve kok hiicre 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasini amaglamaktadir.

Sonug olarak, kok hiicrelerin davraniglarini anlamada etik soruna neden olmadan arastirma
caligmalarina kaynaklik eden ve tedaviye yonelik ¢alismalarda otojenik hatta allojenik
olarak kullanilabilecek bu doku icinde yerlesmis olarak bulunan kok hiicrelerin heterojen
yapisinin sebebinin ortaya ¢ikarilmasiyla, homojen bir kok hiicre kaynagi elde edilebilmis

olacaktir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. insandan Gobek Kordonunun Elde Edilmesi, Laboratuara Transferi ve On

Islem Asamalar

Bu ¢alismada insan kok hiicresi eldesi amaciyla gobek kordonu bag dokusu kullanildi. Bu
calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 121-3211 no’lu Kararla
onaylanmistir. Komplikasyonsuz bir hamilelik dénemi gegiren ve herhangi bir sistemik
hastaligi olmayan anne adaymin bilgilendirilmis gonulli  olur formunu okuyup
onaylamasindan sonra peroperatuvar sezaryen sirasinda 15 cm uzunlugunda gobek
kordonu parcasi alindi. Bu materyal dogum sonrasinda gébek kordonu baglandiktan sonra
kordonun plasenta tarafinda kalan bdliimiiniin kesilerek hizla tasima ortamia (3%
Penisilin-Streptomisin (Sigma; P0781), 7,5 pg/mL Amphotericin B (Sigma; A2942) igeren
steril Leibovitz L15 (Hyclone; SH 30525.02) kiltlr ortamina aktarilmasiyla elde edildi ve
laboratuara ulastirildi. Bu islemler i¢in 3 adet kordon (ortalama anne yasi: 29) kullanildi.
Gobek kordonu laboratuara getirildikten hemen sonra steril odada stereo mikroskop altinda
steril kosullarda 1V, PV, SA, 2 arter ve ven damarlar cikarilarak elde edilen kordon
dokusu parcalari mekanik olarak ayristirildi ve bu doku gruplari laminar akisli kabin i¢inde
makas ve bisturi yardimiyla ¢ok kiigiik pargalara boliindiikten sonra 3 kez PBS (fosfat

tamponlu tuzlu su, Sigma; P 4447) ile yikanip 250g°de 10 dk. santrifiij edildi.

4.2. insan Go6bek Kordonu Hiicrelerinin izolasyonu Ve Elde Edilen Hiicrelerin

Farkhlastirilmadan Cogaltilmasi (Ekspansiyon)

On islem asamalarindan sonra elde edilen doku pargalari, doku miktarinin ii¢ kati
miktarda %0,1 kollajenaz tip B (Roche; 1088831) iceren kiiltiir ortaminda (DMEM-F12
Ham’s Sigma; DO0547), %1 Penisilin-Streptomisin (Sigma; P0781), 2,5 pg/mL
Amphotericin B (Sigma; A2942) iceren 2-3 sa. 37°C su banyosunda sallanarak sindirildi.
Daha sonra son konsantrasyon %2,5 olacak sekilde tripsin eklenerek 30 dk. 37°C su

banyosunda sallanarak ileri sindirme islemi yapildi. Doku homojenizasyonu saglandiktan
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sonra en az ii¢ kat1 %10 FBS iceren PBS eklenip 500g°’de 10 dk. santriflj edildi. Elde
edilen ¢okelegi kiiltiir ortamuyla karistirilip 75 em? polistren kiiltiir kabina ekildi. Ug giin
sonra kiiltiir kabina yapismamis hiicreler dPBS (Dulbecco’s PBS) ile yikanip kiiltiir ortami1
her (i¢ guinde bir degistirildi.

Enzimatik hiicre izolasyonunun yani sira eksplant kiiltiir yontemi kullanilarak da hiicrelerin
izolasyonu saglandi. Bu yontemde On islem asamalarindan sonra elde edilen doku
pargalarina, doku miktarmin 3 kati kiiltiir ortam1 eklenerek ve 250g°de 10 dk. santrifij
edilerek dokularin yikanmasi saglandi. Santrifiij sonrasi iist faz atilarak elde edilen doku
cokelegi 75 cm®lik kiiltir kabma esit miktarda dagitilarak dokularin kiiltiir kabina
yapismasi i¢in tizerine 1 mL FBS eklendi. On iki saat sonra tizerine %10 FBS iceren kultur
ortami eklendi ve 5 giin siireyle kipirdatilmadan izlendi. Bes giin sonra kiiltiir kabina
yapismamis doku ve hiicreler dPBS (Dulbecco’s PBS) ile yikanip kiiltliir ortam1 her ii¢
giinde bir degistirildi.

Her iki yontemle izolasyon sonrasi hiicreler %100 ¢ogalma diizeyine ulastiginda tripsin
EDTA (Sigma; T3924) ile 3 dk. 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde kaldirilip, hiicre sayimi
yapild1. Pasajlama isleminde 75 cm®lik kiiltiir kabina 5000 hiicre/cm?® olacak sekilde ekim
yapild1 ve hiicrelerin 5-7 giin siiresince ¢ogalmalar1 saglandi. Her pasaj sonunda hiicreler
kaldirilip Vicell® cihazi (Beckman Coulter) ile tripan mavisi teknigine dayanarak hiicre

sayimi yapildi.

4.3. Hiicrelerin Akim Sitometri yontemiyle Hiicre Yiizey Belirteclerinin

Belirlenmesi

Birinci pasajin sonunda IV, PV, SA, GKA béliimlerinden elde edilen hiicreler tripsinize
edilerek %10 FBS’li kiiltiir ortam1 ig¢inde tekrar siispanse hale getirildi. Her antikor i¢in en
az 1x10° hiicre kullanild1. Fliioresan konjuge antrikorlarla CD29-FITC, CD34-APC, CD45-
FITC, CD54-FITC (Becton Dickinson San Jose, Calif.,, USA), CD73-APC, CD90-APC,
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CD105-FITC, CD133-FITC (eBioscience, Inc., San Diego, CA) 30 dk. buz Uzerinde
inkiibasyonun ardindan hiicreler 3 defa %10 FBS’li kiiltiir ortaminda 130g’de 10 dk.
santrifiij edilerek baglanmayan antikorlarin yikanarak uzaklastirilmasi saglandi ve 1
mL %10 FBS’li kiiltiir ortaminda siispanse edildi. Hiicrelerin hiicre yiizey belirte¢lerini
(CD) belirlemek icin akim sitometri BD Accuri® C6 akim sitometri cihazi kullanildi.

Analizler BD Accuri C6 yazilim programiyla yapildi.

4.4, Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Farkhlastirilmasi

4.4.1. Adipojenik farkhlastirma

IV, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilen hiicreler iigiincii pasajin sonunda TE ile
kaldirilarak pasajlandi. Tek tabaka halinde 24 kuyulu tabakalarda poli-L-lizin (Sigma;
P8920) kapli yuvarlak lamellere tutunan hiicreler %70 ¢ogalma diizeyine ulastiktan sonra
alt1 hafta siiresince adipojenik farklilastirma ortaminda tutuldu. Kiiltiir ortaminin yaris1 2

giinde bir degistirildi.

Adipojenik farklilastirma ortama:
1 uM Dekzametazon (Sigma; D4902)

60 uM Indometazin (Sigma; 17378)

500 uM IBMX (Sigma; 15879)

5 ug/mL Insiilin (Sigma; 16634)

%10 FBS (Sigma; F9695)

%1 Penisillin-streptomisin/amfoterisin B

DMEM-LG (Sigma; D5523)
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4.4.2. Osteojenik farkhlastirma

IV, PV, SA, GKA boélgelerinden izole edilen hiicreler iigiincii pasajin sonunda TE ile
kaldirilarak pasajlandi. Tek tabaka halinde 24 kuyulu tabakalarda poli-L-lizin kapl
yuvarlak lamellere tutunan hiicreler %70 ¢ogalma diizeyine ulastiktan sonra dort hafta
stiresince adipojenik farklilagtirma ortamina tabi tutuldu. Kiiltiir ortaminin yarist 2 gilinde

bir degistirildi.

Osteojenik farklilastirma ortamai:

100 nM Dekzametazon (Sigma; D4902)

0,2 mM Askorbik asit (Sigma; A4544)
10 mM B-gliserofosfat (Sigma; G9891)
%10 FBS

%1 Penisillin-streptomisin/amfoterisin B

DMEM-LG (Sigma; D5523)

4.4.3. Kondrojenik farkhlastirma

IV, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilen hiicreler iigiincii pasajin sonunda TE ile
kaldirild1 ve her gruptaki hiicreler ikiye boliinerek her tipte 5x10° hiicre olacak sekilde 15
mL polipropilen (PP) tiiplere alindi. Tiipler 130g de 10 dk. santrifiij edildikten sonra Ust faz
atilarak ¢okelti dagitilmadan iizerine 5 mL %10 FBS igeren kiiltiir ortami1 eklendi ve 2 giin
inkiibasyona birakilarak hiicre kiiresi olugsmasi saglandi. Hiicre kiiresinin dagilmamasin
saglanmak amaciyla her gruptan bir PP tiipilin lizenine yavasca 5 mL farklilagtirma ortami
eklendi. Dort hafta siiresince kondrojenik farklilastirma ortamina da birakildi. Kiiltiir
ortaminin yarist 2 giinde bir degistirildi. Diger PP tiip kontrol grubu olarak %10 FBS
iceren kiiltiir ortaminda dort hafta siiresince inkiibasyona devam etti. Kiiltiir ortami 2

giinde bir degistirildi.
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Kondrojenik farklilastirma ortamai:

100 nM Dekzametazon (Sigma; D4902)

50 pg/mL Askorbik asit (Sigma; A4544)

10 ng/mL TGFpB3 (Sigma;T5425)

5 ug/mL ITS-premix (BD; 354350)

1,25 mg/mL Bovin serum albimin (BSA) (Sigma; A2058)
5,35 mg/mL Linoleik asit (Sigma; L1012)

%1 Penisilin-streptomisin/amfoterisin B

DMEM-HG (Sigma; D7777)

45. (Immiin) Histokimyasal isaretlenmeler

4.5.1. Doku boyamasi (Parafin kesit boyamalari)

IV, PV, SA, GKA olarak bdliimlere ayrilan dokular oda 1sisinda %3,5 paraformaldehidde
(PFA) 24 sa. tespit edildikten sonra su sekilde takip edildi:

e Yikama (distile suda, 2 sa.)

e Dehidrasyon (%75, %96, %100 etanol de 2x1 sa.)
e Seffaflama (ksilen ile)

e 1:1 ksilen: siv1 parafin, 30 dk., 60°C’de

e Parafinizasyon (s1v1 parafinde, 2x1 sa., 60°C’de)

o GOmme ve bloklama (kat1 parafinde)
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Mikrotomda 8 pm kalinliginda alinan parafin kesitlere hematoksilin-eozin (HE) boyamasi

yapild.

HE boyama protokoli:

e Ksilen

e Etanol serisi ile hidrasyon (%2100, %96, %75)

e Yikama (suda)

e Hematoksilin, 1 dk.

e Yikama (suda)

e Eozin, 4 dk.

e Yikama (suda)

e Etanol serisi ile dehidrasyon (%75, %96, %100)
o Seffaflama (ksilenle)

e Kurulama

e Kapama (Entellan ile)

4.5.2. Doku boyamasi (Dondurma kesit boyamalari)

IV, PV, SA, GKA olarak boliimlere ayrilan dokular %3,5 paraformaldehitte 24 sa. oda
1s1sinda tespit edildikten sonra su sekilde takip edildi:

e 1,2 Msikroz + %0,1 PFA, distile su icinde, 4°C’de (doku dibe ¢Okene kadar)

¢ Distile sudan gecirilip, kurutma kagidiyla kurutuldu
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e Coken doku kriyomatrik®se alindi, metal yiizey iizerinde -60°C’de donduruldu

e Kriyomikrotomda (¢aligma 1s1s1: -26°C) 8 um’lik kesitler poli-L-lizin kapli lamlara

alinarak immunhistokimya boyamalar1 yapildi.

4.5.3. IGK doku bélgelerinin ve farklilastirilmamus hiicrelerinin isaretlenmesi

IV, PV, SA, GKA doku bolgeleri ve hiicreleri oda 1s1sinda %3,5’luk PFA ile 30 dk. tespit

edildikten sonra immiin histokimyasal yontemle fliioresan problarla isaretlendi.

Desmin boyama protokolii

e Yikama (PBS ile 10 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Desmin fare monoklonal anti-insan 1gG (Sigma; D1033), 1:100 PBS’te dilie, 60 dk.
(37°C nemli etlivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e FITC-konjuge kegci antifare 1gG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100 PBS’te
dilue, 60 dk. (37°C nemli etuv)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e 7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10 um), 20 dk. (37°C nemli etiivde)
e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)
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o-SMA boyama protokoli

Yikama (PBS ile 30 dk.)
Kurulama (filtre kagidi ile)

a-SMA fare monoklonal anti-insan IgG (Sigma; A5228), 1:100 PBS’te dilte, 60 dk.
(37°C nemli etiivde)

Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
Kurulama (filtre kagidi ile)

FITC-konjuge kegi antifare 1gG (Jackson immunoresearch, 115-095-166), 1:100 PBS’te
dilue, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

Kurulama (filtre kagidi ile)

7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10 um), 20 dk. (37°C nemli etlivde)
Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

Vimentin boyama protokoli

Yikama (PBS ile 30 dk.)
Kurulama (filtre kagidi ile)

Vimentin fare monoklonal anti-insan 1gG (Sigma; V6630), 1:100 PBS’te dille, 60 dk.
(37°C nemli etlivde)

Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

Kurulama (filtre kagidi ile)
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e FITC-konjuge kegci antifare 1gG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100 PBS’te
dilue, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e 7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10 um), 20 dk. (37°C nemli etiivde)
e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

Sitokeratin boyama protokoli

e Yikama (PBS ile 30 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

o Sitokeratin fare monoklonal anti-insan 1gG (Sigma; C2562), 1:100PBS’te diliie, 60 dk.
(37°C nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e FITC-konjuge kegci antifare 1gG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100 PBS’te
dilte, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e 7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10 um), 20 dk. (37°C nemli etiivde)
e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)
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CD146 (Thy-1) boyama protokolii

e Yikama (PBS ile 30 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e CD146 fare monoklonal anti-insan 1IgG (ABCAM, Ab24577), 1:100 PBS’te diliie, 60 dk.
(37°C nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e FITC-konjuge kegi antifare IgG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100 PBS’te
dilue, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e 7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10 um), 20 dk. (37°C nemli etlivde)
e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

4.5.4. Adipojenik farkhlastirilmis hiicrelerin isaretlenmesi

IV, PV, SA, GKA hiicreleri oda 1s1s1nda %10 tamponlu formalin ile 10 dk. tespit edildikten

sonra isaretlendiler.

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama

e %21 Oil red O (Sigma; 75087) (10 dk., oda 1s1sinda)
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e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

4.5.5. Osteojenik farkhilagtirilmis hiicrelerin isaretlenmesi

IV, PV, SA, GKA hiicreleri oda 1s1s1nda %3,5 PFA ile 30 dk. tespit edildikten sonra

immiin histokimyasal yontemle fliioresan problarla isaretlendi.

Kemik sialoprotein (BSP) boyama protokoli

e Yikama (PBS ile 30 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e BSP tavsan poliklonal anti-insan 1gG (Alexis; 111-165-045), 1:100PBS’te dillie, 60 dk.
(37°C nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Cy3-konjuge keci antitavsan IgG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100
PBS’te dilue, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)
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Osteokalsin boyama protokoli

e Yikama (PBS ile 30 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Osteokalsin tavsan poliklonal anti-insan IgG (Alexis; ALX-210-308), 1:100PBS’te
dilue, 60 dk. (37°C nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Cy3-konjuge keci antitavsan IgG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100
PBS’te diliie, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

Osteopontin boyama protokolii

e Yikama (PBS ile 30 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Osteopontin tavsan poliklonal anti-insan IgG (Chemicon; AB1870), 1:100PBS’te dillie,
60 dk. (37°C nemli etlivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Cy3-konjuge kegi antitavsan IgG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100
PBS’te diliie, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
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e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

Osteonektin boyama protokolii

e Yikama (PBS ile 30 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Osteonektin fare monoklonal anti-insan 1gG (Alexis; ALX-804-317), 1:100PBS’te dil(e,
60 dk. (37°C nemli etlivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

e Kurulama (filtre kagidi ile)

e FITC-konjuge kegci antifare 1gG (Jackson Immunoresearch, 115-095-166), 1:100 PBS’te
dilte, 60 dk. (37°C, nemli etiivde)

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama (filtre kagidi ile)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

IV, PV, SA, GKA olarak bdliimlere ayrilan dokulardan elde edilen hiicreler oda
1s1sinda %10 formalinde 30 dk. tespit edildikten sonra su sekilde takip edildi:

%10 von Kossa-Safranin O boyama protokoli

e Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
e Kurulama
e 1 mL %1 AgNOs; (60 dk., parkal 151k altinda, oda 1sisinda)
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e Yikama (distile suda, 2x5 dk.)

e Kurulama

e %1 sodyum thiosulfat (5 dk., oda 1s1sinda)
e Yikama (distile suda, 2x5 dk.)

e %] Safranin O (5 dk., oda 1s1s1nda)

e Yikama (distile suda, 2x5 dk.)

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

4.5.6. Kondrojenik farkhilastirilmis hiicrelerin isaretlenmesi

IV, PV, SA, GKA hiicreler kiireleri oda 1s1sinda %10 tamponlu formalin ile 24 sa. oda
1s1sinda tespit edildikten sonra su sekilde takip edildi:

e 1,2 M sikroz+ %0,1 PFA, distile su icinde, 4°C’de (doku dibe ¢cokene kadar)
¢ Distile sudan gegirilip, kurutma kagidiyla kurutuldu
e (Coken doku kriyomatrikse alindi, metal yiizey tizerinde -60°C’de donduruldu

e Kriyomikrotomda (¢aligma 1s1s1: -26°C) 8 um’lik kesitler poli-L-lizin kapli lamlara

alinarak immunhistokimya boyamalar1 yapildi.

Toluidine mavisi boyama protokoli

Yikama (PBS ile 2x5 dk.)

Kurulama

%1 toluidine mavisi (Sigma; 75087) (10 dk., oda 1sisinda)

Yikama (PBS ile 2x5 dk.)
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e Kurulama

e Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

Immiin fliioresan goriintiilemeler LSM 510 lazer taramal1 konfokal mikroskop (Zeiss,

Almanya) sistemi kullanilarak alindi.

4.6. Gen ifadesinin Analizi

4.6.1. RNA izolasyonu

Uc hastadan alinan kordon dokusundan izole edilerek alti kuyulu petri kabina iki tekrarl
ekimi yapilan IV, PV, SA, GKA ve Ki-MKH hiicreleri %90 ¢ogalma diizeyine ulastiginda
ideal RNA izolasyon ydntemi olan TRIzol® (Invitrogen; 15596-026) icerisinde homojenize
edilerek -80°C’de saklandi. Bu calismada Ki-MKH’leri kalibrator/kontrol grubu olarak
kullanild1. Bu 6rnekler -80°C’den c¢ikartilarak oda sicaklifina getirildikten sonra standart
TRIzol izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu yapildi. Asagida TRIzol izolasyon

protokolii ile RNA izolasyonu asamalar1 verilmistir:

1. Homojenize edilen hiicreler 5 dk. oda sicakliginda bekletildi.

2. 100 pL bromokloropropan (BCP) (Sigma; B9673) eklendikten sonra vorteks yapildi
ve 2-3 dk. oda sicakliginda bekletildi.

3. 12000 rpm de 15 dk. 4°C’de santriftij edildi.

4. Santrifiij sonras1 olusan en {ist fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pL izopropanol

(Applichem) igeren yeni tiipe alindi.

5. RNA ve izopropanol igeren tiip alt iist edilerek karistirildi ve 10 dk. oda sicaklifinda
bekletildi.
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6. 12000 rpm de 10 dk. 4°C’de santrifuj edildi.

7. Santrifiij sonrasi slipernatan dikkatli bir sekilde dokiildii. Cokelti tizerine 1 mL DEPC
(DEPC, Applichem) igeren %70 etanol eklendi ve vorteks yapildi.

8. RNA’nin degrede olmasini ve kirilmasini 6nlemek i¢in diisiik hizda (7500 rpm) 10 dk.
4°C’de santrifij edildi.

9. Santrifiij sonrasi %70 etanol (Merk) dokiildii ve tiiplerin kapaklar agik birakilarak
RNA ¢okeltisi kurutuldu.

10. Cokelti miktarina bagli olarak 35 uLL RNaz icermeyen su (%0,1 DEPC’li su) eklendi.

11. Analize kadar -20°C’de, analiz sonras1 -80°C’de sakland.

4.6.2. RNA’larin kalite kontrolii

Izole edilen RNA’lar kalite ve kantite agisindan degerlendirilmek Uzere agaroz jel
elektroforezi (RNA elektroforezi; %1 Agaroz jel) ile incelendi, derisimler Nanodrop® ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) cihazinda 6lgiildii (Cizelge 4.6.1.).

Cizelge 4.6.1 Agaroz jel elektroforezi (RNA Elektroforezi)

' Molekdler biyoloji
Agaroz (Sigma;A7431) kullanimi safliginda

Trizma Base (445 mM)
TBE (Trizma Base EDTA) tamponu 5x Borik Asit (445 mM)
EDTA 0,5 M (10 mM)

Red-Safe™ (Intron; 21141) 7 puL/100 mL

Yiikleme boyasi (Promega; M981A) 5XGreen GoTag 3 puL
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4.6.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi igin, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche; 05091284001)
kullanildi. Kalip olarak 1000 ng RNA kullanildi ve 600 pmol/uL Random Hexamer
primerinden 2 pL alinarak (60puM) RNaz icermeyen su ile 11,4 pL’ye tamamlanarak
65°C’de 10 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 hizli bir sekilde buz iizerine alinarak 5
dk. bekletildi. Ayr bir tiipte 8,6 uL reverse transkripsiyon karigimi hazirlandi.

Cizelge 4.6.2 cDNA reaksiyonu

cDNA sentezi (1 reaksiyon igin)
Kalip—primer karigimi 11,4 pL

Revers transkripsiyon karisimi

Transcriptor High Fidelity tampon (5x) 4 pL 1x8 mM Mg Cl,
Koruyucu RNaz Inhibitérii (40U/uL) 0,5 uL 20U

dNTP karisimui (her biri igin 10 mM) 2 UL 1 mM (her biri)
DTT 1L 5mM

Ters transkriptaz 1,1uL 10U

Son hacim 20 pL

Toplam 20 pL olacak sekilde 11,4 pL (RNA + primer karisimi), 8,6 pL reverse
transkripsiyon karigimu ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda PCR
cihazi (Tetrad; Bio-Rad, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon sonucunda 20 pL
cDNA sentezlendi. (Cizelge 4.6.2.) cDNA o6rnekleri daha verimli kullanilmak amaciyla
100 pL’ye sulandirildi (20 pL ¢cDNA+80 uL distile su =100 pL).

29°C’de 10 dk.
48°C’de 60 dk.
85°C’de 5 dk.
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4.6.4. QRT-PCR (Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Gobek kordonunun 1V, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilen hiicrelerde yapisal
genlerin ekspresyonu birinci pasajin sonunda alan 6rneklerde, LightCycler 480 (Roche,

Isvigre) cihazinda SYBR green teknigi kullanilarak, QRT-PCR yontemi ile incelendi.

QRT-PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken (Cizelge 4.6.3) kullanilan primerlerin (Cizelge
4.6.6) verimlerinin hesaplanabilmesi, standart egrilerin ¢izilebilmesi i¢in hlcrelerden elde
edilen cDNA o6rneginden 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 oranlarinda seri diliisyonlar hazirlandi.
Olgiimlerin degerlendirilmesi asamasinda LightCycler 480 analiz programi ile standart
egriler ¢izildi. Amplifikasyon iiriiniiniin 6zgiil olup olmadigi, agaroz jel elektroforezi ile
incelendi. Bununla birlikte Real Time PCR cihazlarinda primer dimer olusumu ve 6zgiil
olmayan amplifikasyon iiriinlerinin tespiti i¢in melting curve (erime egrisi) analizi yapildi.
Deneylerde tiim cDNA 6rnekleri ve standart 6rnekler ayni sartlarda ve ayni grup igerisinde
ticer kez caligilarak analizlerde bu {i¢ Olglimiin ortalamasi kullanildi. Bunun amaci,
deneysel hatalar1 ve farklari azaltmakti. Normalizasyon amaciyla her hiicrede ayni
miktarda ifade edilen, zorunlu idare geni (housekeeping) RPL13A miktar1, IV, PV, SA,
GKA hiicrelerinde ifade diizeyleri karsilastirilarak incelendi. Kalibrator olarak kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri kullanildi. Genlerin ifadelerinin bagil olarak Olgiilebilmesi
amaciyla standart egrilerin egimi hesaplanarak amplifikasyon verimliligi (E) belirlendi ve

Pfaffl yontemi kullanildi (Cizelge 4.6.7) .

Cizelge 4.6.3 QRT-PCR kosullar1

2xSYBR Green karigimi (Roche) 5L

Forward primer (10pmol/ pL) 0,5 pL
Reverse primer (10pmol/ pL) 0,5 pL
cDNA 0,5puL
Distile su 3,5 uL
Toplam: 10 pL
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10 uL QRT-PCR reaksiyonu LightCycler 480® cihazinda asagidaki kosullarda

gerceklestirildi (Cizelge 4.6.4.).

Cizelge 4.6.4 QRT-PCR programi

Oct4, TERT, VIM, 0-SMA, Rex1, Nanog,
SEMA-3C, Desmin, Nestin RPL13A

Denatirasyon 95°C’de 5 dk
Amplifikasyon  94°C’de 10 s
60°C’de 20 s
72°C’de 30 s

GATA4

95°C’de 5 dk 95°C’de 5 dk
94°C’de 10 s 94°C’de 10 s
62°C’de 20 s 58°C’de 20 s
72°C’de 30 s 72°C’de 30 s

Cizelge 4.6.5 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz (Sigma)

TBE (Trisma Base EDTA) tamponu
oX

Red-Safe™ (intron)
Yiikleme boyasi

Molekiiler agirlik belirleyicisi

Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

Trizma Base (445 mM)

Borik Asit (445 mM)

EDTA 0,5 M (10 mM)

7 pL/100mL

3 UL Green GoTag flexi buffer (Qiagen)

100 b¢ DNA belirteci (Fermentas)
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Cizelge 4.6.6 Deneylerde kullanilan primer ciftleri

Gen ismi [Homo sapiens] . Urun
NCBI Ref Seq Primer b be
Nanog homeobox F ACAGAAATACCTCAGCCTCCAG 22 153
NM_024865.2 R TGCGTCACATCATTCCTATTC 21
Telomeraz ters transkriptaz F  TCCTGCGTTTGGTGGATGAT 20 200
(TERT) NM_001193376 R GGGCATAGCTGAGGAAGGTT 20
POUSF1 variant 1 (Oct4 A) F TCGCAAGCCCTCATTTCACC 20 165
NM_002701.4 R GAAGCTTAGCCAGGTCCGAG 20
Rex1 ZFP42 zinc finger protein F CAGTCCAGCAGGTGTTTGCT 20 25
NM_174900.3 R ATCACATAAGGCCCACACCG 20
Vimentin (ViM) F  AGACGGTTGAAACTAGAGATGG 22 160
NM_003380.3 R GCAGAAAGGCACTTGAAAGC 20
alpha 2, smooth muscle, aorta (a- F  ACCCGATAGAACATGGCATC 20 193
SMA) NM_001613.2 R TACATGGCTGGGACATTGAA 20
GATA binding protein (GATAA4) F  TCCAAACCAGAAAACGGAAG 20 187
NM_002052.34 R CTGTGCCCGTAGTGAGATGA 20
Nestin (NES) F CGCACCTCAAGATGTCCCTC 20 128
NM_006617.1 R CAGCTTGGGGTCCTGAAAGC 20
Desmin (DES) F  GAAATCCGGCACCTCAAGGA 20 144
NM_001927.3 R GATGGGGAGATTGATCCGGC 20
Semaphorin 3C (SEMA3C) F TCGGAACAGATCGGGGTACT 20 224
NM_006379.3 R GTCAGCACAGGCTGTACCAT 20
60S ribosomal protein L13a F CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA 22

i (RPL13A) R TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCA ” 126
NM_001270491 (2 varyant) A

Bc¢; baz cifti

Cizelge 4.6.7 Amplifikasyonun verimligi (E) ve gen ifadesinin bagil olarak Sl¢iimiinde
kullanilan formiiller

ACp Hedef (Kontrol — 6rnek
-1/Egim (E )" 1 )
E=10""% R=

ACp Ref (Kontrol — 0rnek)
(E Referans)
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Bu caligma siiresince yapilan tiim deneyler, 6l¢iimler, incelemeler ve degerlendirmelerde,
RT-PCR sonuglar1 LightCycler 480° versiyon 1,2 yazilimi ile kantite edildi, korelasyon
analizi ise XLSTAT 2013 yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Veriler ortanca (minimum-
maksimum) biciminde 6zetlendi. Her gen igin bolgeler ici biyolojik tekrarlar Wilcoxon
testi ile karsilastirildi. Her gen icin bolgeler arast karsilagtirma ise Friedman testi ile
gergeklestirildi. Friedman testi sonucu p degeri anlamli bulundugunda, farkliligin hangi
bolgeden kaynaklandigina post hoc ikili karsilagtirma testleri ile bakildi. Analizler
Windows i¢in SPSS v15.0 paket programi ile yapildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Hiicrelerin Sag kalim Oranlar: ve Biiyiime Karakterleri

Eksplant kiltiir yontemi icin, 15 cm’lik ii¢ farkli IGK dokusundan ayristirilan IV, SA,
GKA, PV bolgelerinden sirastyla ortama 5+1,3 mL, 3,6+0,6 mL, 1,7+0,4 mL, 0,8+0,3 mL
doku miktar1 elde edildi (Sekil 5.1.1A.). Ekspant kiiltiir yapildiginda dokularin kiiltiir
kabina yapisma siirelerinin birbirlerinden farkli oldugu gozlendi. Hicrelerin dokulardan
ayrilarak kiiltiir kabina yayilma siireleri ortanca (min:max) deger olarak ifade edildi. SA
dokusundan 6. (min:max=5:7) giinde hiicrelerin filizlenmeye basladig1 gozlenirken, IV
dokusundan 8. (min:max=6:10) gunde, GKA dokusundan 9. (min:max=8:11) glinde, PV
dokusundan ise 12. (min:max=11:16) giinde hiicrelerin dokudan ayrilarak kiiltiir kabinda
yayildig1 gozlendi (Sekil 5.1.2).

Ug kordondan elde edilen hiicreler kiiltiir ortamina alindiklart ilk 17 giinliik Klturlerinde
(Po) hiicre sayimi yapilarak ¢ogalma egrileri saptandi. Bunun sonucu, hiicrelerin ilk 6-12
giin boyunca kiiltiir ortamina adaptasyon siiresi i¢inde, biiyiimenin ilk evresi olan bekleme
asamasin1 gecirdigi (latent donem veya lag fazi), bunu izleyen 7-10 glinde buyimenin
ikinci evresi logaritmik faza (log faz1) gectikleri gdzlendi. Hiicrelerin dokulardan ayrilarak
kiiltiir kabinda konfluensiye ulasma siireleri ortanca (min:max) deger olarak ifade edildi.
Hiicreler izole edilip kiiltiir ortamma alindiktan SA; 13 (min:max=11:14), IV; 15
(min:max=13:16), GKA; 17 (min:max=14:20), PV; 20 (min:max=19:22) gln sonra %2100
cogalma diizeyine (konfluensi) ulast1 (Cizelge 5.1.3).

15 mL’lik ¢ farkli kordonun bolgelerinden elde edilen hiicrelerin Py sonunda ortalama
toplam hiicre miktarina bakildiginda 1V; 2,39x10°%+29x10%, SA; 1,8x10°+60x10%, GKA;
1,15x10°+25x10% PV; 0,870x0°+23x10" hiicre elde edildi (Sekil 5.1.1B). IGK dokusunun
IV, SA, GKA, PV bolgelerinden elde edilen doku miktarlar1 farkli oldugu icin, ayristirilan
1 mL doku basina elde edilen hiicre miktar1 hesaplandiginda PV; 962x10°+38x10°
hiicre/mL, GKA; 676x10°+11x10° hiicre/mL, SA; 500x10°t71x10° hiicre/mL 1V;
478x10°+53x10° hiicre/mL doku, hiicre elde edildigi hesaplandi. Bu sonuglara gére mL
doku basina en ¢ok hiicre sirastyla PV, GKA, SA, IV dokusundan elde edildi (Sekil 5.1.4)
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Sekil 5.1.1 IGK dokusunun IV, PV, SA, GKA bélgelerinden elde edilen doku ve bu
bolgelerden izole edilen toplam hiicre miktari

IGK bolgelerinden izole edilen doku miktariyla (A), eksplant kiiltiiriin ilk pasaji sonunda
elde edilen hiicre miktarinin (B) birbiriyle korale oldugu goézlendi. En fazla doku sirasiyla
IV, SA, GKA, PV bolgesinden elde edildi. En ¢ok hiicre Py sonunda sirasiyla 1V, SA,
GKA, PV bolgesinden elde edildi.
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Sekil 5.1.2 IGK dokusunun IV, PV, SA, GKA bélgelerinden elde edilen dokularin kiiltiir
kabina yapisma ve dokudan ayrilarak kiiltiir kabina yayilma sureleri

IGK bélgelerinden elde edilen dokulardan kiiltiir kabina SA ve IV bdlgesinin en hizli daha
sonra sirastyla GKA ve PV bolgelerinin yayildigi gézlendi.

25
20 I
uiv
15 T —
1 WPV
10 L SA
M GKA
5 -
0 -

Konfluensi suresi (gtn)

Sekil 5.1.3 IGK dokusunun bélgelerinden elde edilen hiicrelerin eksplant kiiltiirde
konfluensiye ulagsma zamani

IGK bélgelerinden elde edilen dokular kiiltiir kabina alinip kiiltiire edildiginde en hizli
konfluensiye IV ve SA gruplarimin ulastig1, bunlar sirasiyla GKA ve PV gruplarinin takip
ettigi gozlendi.
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Sekil 5.1.4 IGK dokusunun IV, PV, SA, GKA bélgelerinin eksplant kiiltiir ortamindaki
pasajlar1 sonunda (Py) 1 mL doku miktar1 basina diisen hiicre miktari

IGK PV, GKA bélgelerindeki 1 mL dokuda bulunan hiicre miktarinin digerlerine oranla
daha yiiksek oldugu, bunlari sirastyla IV ve SA gruplarinin takip ettigi gdzlendi.

IV, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edilen hiicrelerin kendini iki katina ¢tkarma zamani
(PDT) pasajlar boyunca karsilagtirildi (Sekil 5.1.5). PV grubunun diger bdlgelere oranla
PDT siiresinin daha diisiik oldugu goézlendi. Uygulanan yontemle hiicrelerin kiimiilatif
cogalma egrisi incelendiginde, 15 cm’lik IGK dokusundan Pg sonunda en fazla hiicre
sirastyla IV, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edildi. Baslangicta elde edilen doku
miktarina bagli olarak en az hiicre PV bolgesinden elde edilmesine ragmen PV-
MKH’lerinin yiiksek proliferasyon yetenegi sayesinde diger gruplari yakaladigi gozlendi
(Sekil 5.1.6).
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Sekil 5.1.5 IGK dokusunun bdlgelerinden elde edilen hiicrelerin kendini iki katina ¢ikarma

zamant (PDT)

En diisiik kendini yenileme siiresi PV-MKH’lerinde izlendi.
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Sekil 5.1.6 Hiicrelerin pasajlar boyunca kiiltiir ortamindaki kiimiilatif cogalma egrisi

IGK dokusundan Pgsonunda en fazla hiicre sirasiyla IV, PV, SA, GKA bolgelerinden elde
edildi.
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5.2. Hicre Morfolojisi

IGK dokusundan elde edilen doku pargalarindan hem enzimatik hem de eksplant
yontemiyle izole edilen hiicrelerin hiicre morfolojileri incelendiginde, izolasyon
yonteminin hicre popullasyonunu degistirdigi gozlendi. Mekanik ydntemle izolasyon
sonucu kiiltir kabma tutunan hicrelerin  ¢ogunlugunun ince-uzun fibroblast
goriiniimiindeki tip 2 hiicrelerden olustugu, tip 1 hiicrelerin ise varliginin %10’u gecmedigi
gozlendi. Enzimatik izolasyon yontemiyle kiltire edilen hicrelerin  morfolojileri
incelendiginde tip 1 genis sitoplazmali, yass1 ve stres liflerince zengin hiicrelerin ortamda
mekanik yonteme kiyasla fazla oldugu, bunun yam sira tip 2 hiicrelerin de ortamda

bulundugu, pasajlar ilerledikge tip 2 hiicrelerin ortamda baskin hale geldigi gozlendi.

Cizelge 5.2.1 Eksplant ve mekanik izolasyon sonucu elde edilen IGK-MKH
morfolojilerinin karsilastirilmast

Tip 1 (yayvan) Tip 2 (ince-uzun)
Eksplant %10 %90
Enzimatik %25 %75

Uc farkli kordon dokusundan elde edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin genisleme
potansiyelleri ve morfolojileri seri pasajlar yapilarak belirlendi. IV-MKH’leri 8. giinde
dokudan ayrilarak kiiltiir kabinda yayilmaya basladi. Bu yayilan hiicrelerin %90’ 1n1n tip 2
hiicre olarak adlandirdigimiz ince uzun, fusiform yapida ve fusiform ¢ekirdekli, fibroblast
benzeri hiicreler oldugu, %10’unun ise biiyiik sitoplazmali, yayvan, stres lifi bol olan tip 1
olarak adlandirdigimiz hiicrelerden olustugu gozlendi. PV-MKH’leri 12. giinde dokudan
ayrilarak diger doku gruplarina oranla daha gec kiiltiir kabinda yayilmaya basladi. Bu
hiicrelerin 1V ye kiyasla daha kiigiik, daha az fusiform yapida hiicreler oldugu gézlendi.
Tip 1 hiicrelerin %10’un altinda ortamda oldugu izlendi. SA-MKH’leri diger doku
gruplarina kiyasla en erken dokudan ayrilarak 6. giinde kiiltlir kabinda yayilmaya baslayan
grup oldugu belirlendi. Ayrica eksplant kiiltiir sirasinda en fazla doku yapismasi bu grupta

gozlendi. Bu hiicrelerin hiicre morfolojileri incelendiginde epiteloid goériinlimiinde, bir
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araya gelme egiliminde hiicreler oldugu ve tip 1 hiicrelerin %1°den az varlig1 izlendi. GKA
hicreleri 9. giinde dokudan ayrilarak kiiltiir kabinda yayilmaya bagladi. Yayilan hiicrelerin
morfolojileri incelendiginde asir1 uzun ince uzantili, saf bir diiz kas popiilasyonu oldugu

gozlendi (Sekil 5.1.2).

iV-MKH PV-MKH

Sekil 5.2.1 IGK dokusunun 1V, PV, SA, GKA bélgelerinin eksplant kiiltiirdeki Py hiicre
morfolojisi

SA-MKH’leri 6, IV-MKH’leri 8, GKA-H’leri 9, PV-MKH’leri 12. giinde dokudan
ayrilarak kiltiir kabinda yayilmaya basladi. Dokudan ayrilarak kiiltiir ortamina yayilan
hiicrelerin bilyiime ve ayrilarak yayilma goriiniimii. Faz kontrast mikroskobu: Olgek
¢ubugu 10 pum, P: Pasaj.
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Sekil 5.2.2 IGK dokusunun 1V, PV, SA, GKA bélgelerinin eksplant kiiltiirdeki P; hiicre
morfolojisi

IV-MKH’leri dokudan ayrildiklarinda hiicre ¢ogunlugunun ince uzun, fusiform yapida ve
fusiform ¢ekirdekli tip 2 hiicre hiicrelerden olustugu, az bir kisminin ise biiylk
sitoplazmali tip 1 hiicrelerden olustugu gozlenirken, PV-MKH’lerinin kiguk fusiform
yapida hiicreler oldugu, tip 1 hiicrelerin ortamda az miktarda oldugu izlendi. SA-
MKH’lerinin epiteloid goriiniimiinde hiicreler oldugu ve tip 1 hiicrelerin %1’den az oldugu
izlendi. GKA-H’lerinin saf bir diiz kas popiilasyonundan olustugu gozlendi. Faz kontrast
mikroskobu: Olgek gubugu 10 pm, P: Pasaj.
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Cizelge 5.2.2 IGK dokusunun iV, PV, SA, GKA bdlgelerinin eksplant kiiltiirdeki P; hiicre
morfolojisi

Bolgeler Hicre morfolojisi

iv Tip 1 %10 Tip 2 %90

PV Tip 1 <%10 Tip 2 >%90 IV ye gore kiiciik fusiform hiicreler

SA Tip 1 <%1 Tip 2 >%99 Epiteloid gorunimde hiicreler

GKA Duz kas gorinimunde ince, uzun hicreler

5.3. Akim Sitometri ile Hiicre Yizey Belirteclerinin Belirlenmesi

Hiicrelerin karakterinin belirlenmesi i¢in akim sitometri yontemi ile ¢esitli hiicre ylizey
isaretleyicileri kullanildi. Bu analiz sonucunda IV, PV, SA, GKA hiicrelerinde belirlenen
farkli hiicre yiizey belirteglerinin varlig: ¢izelge 5.3.1 ve 2’de gosterildi. MKH belirtecleri
olan CD29, CD90, CD105 tim gruplarda pozitif olarak bulunurken CD73’in GKA harig
IV, PV, ve SA gruplarinda zayif pozitif oldugu gdzlendi. MKH’lerde yapisal olarak diisiik
seviyede ifade edildigi bilinen CD54’{in bu hiicre gruplarinda da ifadesi diisiik bulundu.
Hematopoetik belirteg olan CD34 ve CD45’in tiim gruplarda negatif oldugu belirlendi.
Kok hiicre 6zelliginin siirdiiriilebilmesinde farklilasmay1 baskilamada rol oynayan CD133

tim gruplarda negatif olarak belirlendi.

Cizelge 5.3.1 IGK bdlgelerinden elde edilen hiicrelerdeki hiicre yiizey belirteglerinin
diizeyi oransal (%) olarak verilmistir

Hicretipi CD29 CD34 CD45 CD54 CD73 CD9 CD105 CD133

v 93+4 4+1  3x1  15+2 5645 9745 9443  10+2
PV 76x4 1,3+1 12+1 9%l 40£5 906 7315 2+1
SA 96+4 35+2 3%l 1442 58+6 93+5 90%3 7+1
GKA 905 3,62 1+1 9+3 83x6 93x4 834 otl
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5.4. Hiicrelerin Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi

IGK dokusunun IV, PV, SA ve GKA bélgeleri kordon dokusundan ¢ikarildiktan sonra elde
edilen doku bodlmelerinin ilgili alanlar1 temsil edip etmedigini tespit etmek i¢in HE
boyamasi yapildi (Sekil 5.4.1). SA bolgesinin bazal membran (izerine oturan ve tek kath
yassi-kiibik epitel hiicrelerinden ve bol hiicrelerarasi siv1 igeren, daginik ve ince kollajen lif
demetleriyle gevrili az sayida stroma hiicresinden olustugu izlendi. IV bolgesinin diger
bolgelere kiyasla daha ¢ok alan kapladigi izlendi. Bu bolgede bulunan stroma hiicrelerinin
arasinda kalin lif demetleri gbzlendi. PV bolgesinde ise dar sitoplazmaya sahip stroma
hiicrelerinin daha sikigik bir alanda bulundugu izlendi. GKA’nin i¢ ve dis elastik
laminadan yoksun oldugu ve degisik yonelimli diiz kas lifleri igeren kalin bir tabakadan
olustugu izlendi. Boyama sonucunda elde edilen doku parcalarinda diger doku bdlgelerine

iligkin bir doku parcas1 bulunmadi.
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Sekil 5.4.1 IGK dokusundan mekanik olarak ¢ikarilan IV, PV, SA ve GKA bolgeleri
izlenmektedir

Elde edilen doku parcalarinda diger doku bdlgelerine iliskin bir doku parcast
bulunmamaktadir. Istk mikroskobu: Olgek cubugu 10 um.
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Calismanin bu asamasinda IGK dokusunun iV, PV, SA ve GKA bélgelerinde bulunan
hiicrelerin ve IV, PV, SA ve GKA bélgelerinden izole edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin
sahip oldugu yapisal bazi proteinlerin hiicre i¢indeki varligi ve yaygiligi immiinfliioresan
isaretleme sonrasi konfokal mikroskobu yardimiyla analiz edildi. Sonuglar Sekil 5.4.2.-

5.4.11.’te 6zetlenmistir.

MKH belirteci olan ve hiucre de ara filaman olarak gorev yapan vimentin tim doku
boélgelerinde bulunan hicrelerde yaygin halde izlendi (Sekil 5.4.2). Bolgelerden izole
edilerek kiiltiir ortamina alinan hiicrelerde ise hiicre tipi ayirmaksizin tiim gruplardaki
hlcrelerde sitoplazmada yaygin halde dagildigi ve kuvvetli pozitif oldugu izlendi (Sekil
5.4.3). Bir diger hiicrede ara filaman olarak gorev yapan endo/ektodermal bir belirte¢ olan
sitokeratin (tip 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 ve 19) IV ve PV bélgelerinde pozitif olarak izlendi.
SA Dbolgesinin amniyon epitelinde pozitivite izlenirken, epitel altinda pozitiviteye
rastlanmadi. Sitokeratin GKA bolgesinde zayif pozitif olarak gozlendi (Sekil 5.4.4).
Bolgelerden izole edilerek kiiltiir ortamina alinan hiicrelerde sitokeratin incelendiginde,
IV-MKH’lerinde sitokeratin varligi gozlenidi. PV-MKH’lerinde erken pasajlarda bir grup
hiicrede zayif pozitif oldugu pasajlar ilerledik¢e tim hicrelerde pozitvite gosterdigi
saptandi. SA-MKH’lerinde kiiglk hiicrelerde zayif pozitif oldugu, GKA-H’lerinde de zayif
pozitivite gosterdigi belirlendi (Sekil 5.4.5). Kontraktil proteinler olan desmin ve a-SMA
bakimindan incelendiginde, a-SMA’nin tiim bdlgelerde pozitif oldugu, IV bolgesinde diger
bolgelere gore daha az ifadelendigi saptandi (Sekil 5.4.6). Bu bolgelerden izole edilerek
kiiltiir ortamina alman hiicrelerde, 0-SMA’nin IV-MKH, PV-MKH, SA-MKH’lerinde
sitoplazmasi genis hiicrelerde oldugu, fakat kiiciik hiicrelerde var olmadig1 izlendi. GKA-
H’lerinde ise ¢ogu hiicrede mevcuttu (Sekil 5.4.7). Desminin PV, SA, GKA bolgelerinde
pozitif oldugu izlenirken IV bdlgesinde negatif oldugu gozlendi (Sekil 5.4.8). Bolgelerde
bulunan hiicrelerin izole edilerek kiiltiir ortamina alinmasiyla desminin GKA-H’lerinin
haricinde hi¢ bir hiicrede var olmadig1 gozlendi (Sekil 5.4.9). Endotel hiicrelerinde ve
MKH’lerde varlig bilinen CD146’nin kordon dokusunda sadece PV ve GKA bdlgelerinde
bulundugu goézlendi (Sekil 5.4.10). Bolgelerde bulunan hiicrelerin izole edilerek kaltar
ortamia almmasiyla CD146’nin IV-MKH, SA-MKH’lerinde var olmadigi, PV-MKH ve
GKA-H’lerinde ise zayif pozitif oldugu gozlendi (Sekil 5.4.11).
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VIMENTIN

Sekil 5.4.2 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edilen doku kesitlerinde vimentin
filamanlarinin degerlendirilmesi

IV, PV, SA, GKA doku bbélgelerinde cekirdekler (kirmizi), vimentin (yesil) ara filaman
proteini tim bolgelerde gézlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek cubugu 50 pm.
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: VIMENTIN
IV-MKH PV-MKH

Sekil 5.4.3 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden izole edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin
vimentin molekiiliince degerlendirilmesi

Kiiltiire edilen hiicrelerde vimentinin (yesil) hiicre tipi ayirmaksizin tiim hiicre gruplarinda
varlig1 gbzlendi, cekirdekler (kirmizi). Konfokal mikroskobu: Olgek cubugu 10 um.
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SITOKERATIN

Sekil 5.4.4 1V, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edilen doku kesitlerinde sitokeratin
filamanlarinin degerlendirilmesi

IV, PV, SA, GKA doku bolgelerinde cekirdekler (kirmizi), sitokeratin ara filaman
proteininin (yesil) IV ve PV bolgelerinde pozitivitesi fazlayken, SA bolgesinde amniyon
epitelinde pozif oldugu goriildii, epitel altinda pozitiviteye rastlanmadi, GKA bdlgesinde
zayif pozitif olarak gozlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek ¢ubugu 50 pum.
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Sekil 5.4.5 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden izole edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin
sitokeratin molekiiliince degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmizi), sitokeratinin (yesil) IV-MKH’lerinin hepsinde, PV-MKH’lerinde ise
erken pasajlarda bir grup hiicrede zayif pozitif oldugu pasajlar ilerledikge tiim hiicrelerde
pozitif oldugu saptandi. SA-MKH’lerinde kiigiik hiicrelerde zayif pozitif iken, GKA-
H’lerinde zayif pozitivite belirlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek cubugu 10 um.
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Sekil 5.4.6 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edilen doku kesitlerinde a-SMA
molekiiliiniin degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmizi), o-SMA (yesil) IV bélgesinde diger bolgelere gore daha az

goriiliirken, diger tiim bolgelerde pozitif oldugu izlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek
cubugu 50 pm.

69



. -SMA
iV-MKH a-S PV-MKH

SA-MKH GKA-H

Sekil 5.4.7 IV, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin a-
SMA molekiiliince degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmiz1), a-SMA (yesil) IV-MKH, PV-MKH, SA-MKH’lerinde sitoplazmas1
genis hiicrelerde gozlenirken, kiigiik hiicrelerde var olmadigi izlendi. GKA-H’lerinde ise
cogu hiicrede pozitifti. Konfokal mikroskobu: Olg¢ek ¢ubugu 10 pm.
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DESMIN

Sekil 5.4.8 1V, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edilen doku kesitlerinde desmin
filamanlarinin degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmizi), desmin (yesil) PV, SA, GKA boélgelerinde pozitif iken, IV
bolgesinde negatif oldugu gdzlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek ¢ubugu 50 um.

71



: DESMIN
IV-MKH PV-MKH

SA-MKH GKA-H

Sekil 5.4.9 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden izole edilerek kiltiire edilen hiicrelerin desmin
molekiiliince degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmiz1), desminin (yesil) GKA-H’leri disinda hi¢ bir grupta varlig1 izlenmedi.
Konfokal mikroskobu: Olgek ¢ubugu 10 pm.
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CD 146

Sekil 5.4.10 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden elde edilen doku kesitlerinin CD146
molekiiliince degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmizi), CD 146 (yesil) PV ve GKA bdlgesinde izlenirken, diger bolgelerde
negatifti. Konfokal mikroskobu: Olgek ¢ubugu 50 um.



CD 146

IV-MKH PV-MKH
SA-MKH GKA-H

Sekil 5.4.11 1V, PV, SA ve GKA bolgelerinden izole edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin
CD146 molekiiliince degerlendirilmesi

Cekirdekler (kirmizi1), CD146’nin (yesil) IV-MKH, SA-MKH’lerinde varlig
gozlenmezken, PV-MKH ve GKA-H’lerinde ise zayif pozitif oldugu gézlendi. Konfokal
mikroskobu: Olgek cubugu 10 pm.
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Cizelge 5.4.1. Yapisal molekiillerin IV, PV, SA, GKA dokularinda ve hiicrelerindeki
dagilim1

Yapisal .
Bolgeler v PV SA GKA
molekiller
Hiicre + + + +
Sitokeratin P, 1grup +
Hucre + SKH + +
P3; Hepsi +
a-SMA SGH + SGH + SGH +
Hucre +
SKG - SKG - SKG -
Hucre - - - +

Hicre - + - +

* zayif pozitif, + pozitif, - negatif, SGH; sitoplazmas1 genis hiicre, SKH; sitoplazmasi
kicuk hiicre, P; pasaj
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5.5. Hiicrelerde Yapisal Gen ifadelerinin Incelenmesi

Ug farkli kordondan elde edilen P; hiicrelerinin (S71P;-S81P1-S82P;) kiiltiir ortamindaki
ikili tekrarlarindan (S72P1PV-1/2) izole edilen RNA’lar kalite ve kantite agisindan
degerlendirilmek tlizere agaroz jel elektroforezi %1 Agaroz jel ile incelendi (Sekil 5.5.1.),

derisimleri Nanodrop ND-1000 cihazinda 6lgiildii (Cizelge 5.5.1.).

Cizelge 5.5.1 Deneylerde kullanilan 6rneklerin RNA derisimleri

Ornek ng/uL 260/280
S71P1 156,33 1,98
S81P1 133,15 1,93
82P1 150,46 1,97
S72P1PV-1 306,63 1,99
S72P1PV-2 122,83 1,9
S81P1PV-1 103,78 1,93
S81P1PV-2 128,01 1,91
S82P1PV-1 378,08 1,93
S82P1PV-2 696,1 1,96
S72P1iV-1 370,62 1,95
S72P1iV-2 416,03 1,96
S81P1iV-1 218,91 2
S81P1iV-2 271,07 1,99
S82P1iV-1 362,62 1,97
S82P1iV-2 171,17 1,99
S72P1SA-1 456,65 1,98
S72P1SA-2 528,38 2,02
S81P1SA-1 295,47 2
S81P1SA-2 125,31 1,84
S82P1SA-1 192,18 1,92
S82P1SA-2 365,66 1,97
S72P1GKA-1 429,42 1,95
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S72P1GKA-2 419,99 1,93

S81P1GKA-1 586,5 1,8

S81P1GKA-2 407,93 1,99
S82P1GKA-1 166,1 1,95
S82P1GKA-2 286,38 1,98

S; ornek (sample), P; pasaj

Sekil 5.5.1 Ornek RNA ‘larmin agaroz jel goriintiisii

S; 6rnek (Sample) KI; kemik iligi

IGK-MKH, 1V, PV, SA, GKA bélgelerinde bulunan MKH’lerin ve Ki-MKH’lerinin sahip
olduklar1 kok hiicre pluripotensi belirtecleri 1. pasajin sonunda QRT-PCR ydntemi
kullanarak karsilastirildi. Bu ¢alismada farklilasmamis kok hiicreleri belirlemek igin bazi
kok hiicre pluripotent belirtegler ve bazi erken donem farklilagma belirtegleri kullanildi. Bu
calismada iyi bilinen ve ¢ok ¢alisilmis bir MKH olan KI-MKH’leri Kalibrator/kontrol
grubu olarak kullanildi. Ug hastadan alman kordon dokusundan (S71, S81, S82) izole
edilen 1V, PV, SA ve GKA-H’leri kiiltiir ortaminda iki tekrarli olarak, QRT-PCR’da 3
teknik tekrarl olarak analiz edildi. Amplifikasyon iiriinliniin 6zgiil olup olmadigi, agaroz
jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 5.5.2), {iriinlerin istenilen gen bdlgesine 6zgii oldugu
gozlendi. Amplifikasyon {riinlerinin erime egrisi analizi yapildiginda primer dimeri
olmadigi ve iiriinlerin 6zgiil oldugu gozlendi (Sekil 5.5.3-A-B-C). Kantitasyon agamasinda,
orneklerin Cp degerlerinin regresyon egrisi (standart egri) (Sekil 5.5.3-D) lzerinde hangi

77



atfedilen degeri (Cizelge 5.5.2) temsil ettiklerine bakilarak Pfaffl yontemi kullanilarak
bagil bir miktar belirlendi. Ki-MKH’lerine gére kat artislar1 Cizelge 5.5.3’de verildi.
Farklilasmamis insan EKH belirteci olan Nanog, Rex1, Oct4 ve TERT ifadelerine
bakildiginda, her gen i¢in bolgeler ici biyolojik tekrarlar Wilcoxon testi ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi izlendi. Her gen icin bolgeler arasi

karsilastirma ise Friedman testi ile gergeklestirildi.

MANOG REX OCT4 TERT viM ASMA GATA4 HES DES SEMA3C

b 153 2b9 165 7o 160 193 187 128 144 224

Ladder

Sekil 5.5.2 Ifadesi incelenen genlerin agaroz jel goruntiisti
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C Amplification Curves

26.461

23.961

21 461

18.961

16.461

13.961

11.461

Fluorescence (483-533)

8.961

6.461

3.961

1.4614

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycles
D
Standart egri

25-2 \_\

-4 |3 .IT'_ -1
Log konsantrasyon

Crossing Point
[
E

Sekil 5.5.3 Ifadesi QRT-PCR yontemiyle incelenen genlerin erime, amplifikasyon ve
standart egrileri.

Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas yiikseltilerek c¢ift zincirli DNA denatire
olmaya baslayinca interkale olan boya serbest kaldigi i¢in Olgiilen floresan miktar
azalmaya baslar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden (A), (B) yararlanilarak
amplifikasyonun 6zgiilliigii belirlenmistir. Orneklerin amplifikasyon egrisi (C) ve Cp
degerleri (yatay eksen) gosterilmistir. IGK-MKH’lerin 1 ile 1/32 arasinda hazirlanan
cDNA miktarlarinin seri dillisyonlar1 ile olusturulan standart egrinin egimine gore
hesaplanan amplifikasyon verimliligi 1,9’dur (D).
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Cizelge 5.5.2 Ifadesi QRT-PCR yontemiyle incelenen genlerin amplifikasyon
verimliligi(E)

Genler E
Nanog 2
Rex1 1,82
Oct4 1.89
TERT 2
Vimentin 2
a-SMA 1.95
GATA4 1.99
Nestin 1.99
Desmin 1.86
SEMA3C 2
RPL13A 1,82

IGK-MKH’lerinde PV, IV, SA, GKA-H’lerine oranla Nanog ifadesinin daha fazla oldugu
izlendi. Diger bir belirte¢ olan Rex1’in ifadesine bakildiginda IGK-MKH’lerinde en fazla
artisa rastlanirken bunu PV ve SA-MKH’leri benzer artis miktariyla izledi ve en az artigi
IV-MKH’leri gosterdi. Bir diger EKH/pluripotent belirteci olan Oct4 ifadesi IGK-
MKH’lerinde en fazla artis gozlenitken SA, ve GKA-H’lerindeki artis PV ve IV-
MKH’lerinde fazlaydi. EKH’ler de ifade edildigi bilinen telomerin uzamasindan sorumlu
olan bir diger kok hiicre olma belirteci olan TERT geni ifadesine baktigimizda IGK-
MKH’lerinde en yiiksek artis1 gozlerken bunu GKA, PV, SA ve IV-MKH’lerinin izledigi
goriildii (Sekil 5.5.4). Tiim EKH ve pluripotent olmayla iliskili genlerin Ki-MKH’lerine
gore daha fazla ifade edildigi saptandi.
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NANOG

Kat artis1
60

50

40

30

20

10

¢-VA9¢8
T-VX9OZ8
¢-VAOT8
T-VHOT8
¢-VAIZL
T-WA9ZL

¢-VS¢8
T-vS¢e8
¢-VST18
T-VST18
¢-VSeL
1-vSeL

C-AIC8
T-AIC8
¢-AIT8
T-AIT8
C"AITL
T-AICL

¢-\dZ8
T-N\dc8
¢N\d18
T-A\d18
¢"/N\dcl
T-N\dc.

1dz8
1d18
1dT.

Rex-1

Kat artis1

160

140

120

100

80

60

40 -

20 -

¢-VA9¢8
T-¥X9¢Z8
¢-VAOT8
T-VAOT8
¢-VA9OLL
T-VX9¢.

¢-VS¢e8
T-vS¢Z8
¢-VSI8
T-vST8
¢-VSZL
1-vSeL

Z-AITS
T-AITS
Z-AITS
T-AITS
Z-AlzL
T-AlL

¢-N\dc8
T-A\dZ8
¢-N\d18
T-A\d18
¢"N\dcL
T-A\d¢.

Tdzs
1d18
1dT.
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Oct4

Kat artis1
25

20

15

10

¢-VA9¢8
¢-VAOT8
T-WAO¢e8
T-WAOT8
¢-VA9ZL
T-VX9Z.

¢-NV¢8
T-INVZ8
C-INVT8
T-INVT8
¢-NVCL
T-INVZL

2-AIZ8
T-AIZ8
Z-AITS
T-AII8
Z-AITL
T-AITL

¢-/N\dZ8
T-N\dZ8
¢"N\d18
T-N\d18
¢"N\dcl
T-N\d¢.

1dz8
1d18
1dT.

TERT

Kat artis
300

250 -

200 -

150 -

100 -

50 -

¢-VA9Oe8
1-VX9OZ8
¢-VAO18
1-VAO18
¢-VA9OLL
1-VX9OZL

¢-VS¢e8
T-vS¢e8
¢-VSI18
1-VS18
¢-VSeL
1-vScL

2-AIZ8
T-AICS
Z-AITS
T-AIIS
Z-AITL
T-AICL

¢"\dc8
T-N\dZ8
¢"N\d18
T-A\d18
¢N\dcL
T-N\d¢.

1dz8
1d18
1dT.

Sekil 5.5.4 IGK-MKH ve PV-MKH, IV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen

insan EKH belirtecleri olan Nanog, Rex1, Oct4 ve TERT ifadeleri
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Mezenkimal hiicreleri saptamada bir belirte¢ olarak kullanilan vimentin ve a-SMA ifadesi
hiicrelerde incelendiginde, vimentin ifadesin PV-MKH’lerinde en fazla goruldi daha sonra
sirastyla IGK-MKH, SA-MKH, GKA-H, IV-MKH’lerde saptandi. a-SMA ifadesinin diger
gruplara gére GKA-H’lerinde biraz daha yiiksek oldugu goriilirken bu ifadeyi esit
miktardaki ifadeyle diger gruplar izledi (Sekil 5.5.5).

Kat artis1 Vimentin

100
90
80
70
60
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 -

71P1
81p1
82p1
72PV-1
72PV-2
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Sekil 5.5.5 IGK-MKH ve PV-MKH, IV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen

mezenkimal bir belirteg olan vimentin ve a-SMA’nin ifadesi
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Endodermal yonde farklilasmamin belirteci olarak secilen GATA4 geni ifadesi GKA-
H’lerinde en yiiksek seviyede gdzlenirken, bunu IV-MKH, IGK-MKH, SA-MKH, PV-
MKH’leri izledi (Sekil 5.5.6).

Kat artis1 GATA4
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Sekil 5.5.6 IGK-MKH ve PV, 1V, SA, GKA-H’lerinde ifade edilen endodermal bir belirteg

olan GATA4 ifadesi
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Ektodermal ya da néronal yonde farklilagmamin belirteclerinden biri olan nestin ifadesinin
PV-MKH’lerinde anlamli bir farkla 6ne ¢iktig1 gézlenirken bu ifadeyi SA-MKH, GKA-H,
[V-MKH aralarinda ifade farki olmadan izlerken en az ifadeyi IGK-MKH’leri gésterdi
(Sekil 5.5.7).
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Sekil 5.5.7 IGK-MKH ve PV-MKH, IV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen
ektodermal bir belirte¢ olan Nestin ifadesi
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Mezodermal ya da kas yonilinde farklilasmamin belirteclerinden biri olan Desmin
ifadesinin sadece bir hasta 6rneginin GKA-H, SA-MKH, IGK-MKH’lerinde ifade edildigi
gozlendi (Sekil 5.5.8).

Kat artis1
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Sekil 5.5.8 IGK-MKH ve PV-MKH, IV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen
mezodermal bir belirte¢ olan desmin ifadesi
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Tiimor hiicrelerini hedeflemede rolii oldugu diisiiniilen SEMA3C ifadesinin tiim gruplarda

birbirleri arasinda anlamli bir fark olmadan ifade edildigi saptand1 (Sekil 5.5.9).

Kat artis1 SEMA-3C
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Sekil 5.5.9 IGK-MKH ve PV-MKH, 1V-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen
SEMA3C
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Cizelge 5.5.3 IGK-MKH ve PV-MKH, iV-MKH, SA-MKH ve GKA-H’lerinde ifade
profilleri incelenen genlerin KI-MKH’lerine (1) oranla kiyaslanmasi

Genler/ . .
IGK-MKH IV-MKH PV-MKH SA-MKH GKA-H

Ornek

34.73 1.29 10.4 6,89 6.1
(3.9-48.8) (5-2.2) (3.2-103.2) (3-186)  (3.4-12.8)

Rex1

276.9 12 18 11 47
(21-276.2) (9-17) (18-36) (10-27) (.7-50)

TERT

9.9 5.8 5.2 11.3 11.6
(5.3-27.9) (4.2-7.4) (2.1-8.3) (11-17.9) (2.8-29.7)

a-SMA

159.2 336 1816 405.4 508

Nestin (339.6-

(106.1-200.6) (147.3-497.6)  (666-2001) 476) (145-772)

12.3 17 4 15.6 21.9

SEMA3C
(10.4-35.8) (8.8-18) (3.6-13.7)  (13.4-25.8) (14.1-23.6)

Ortanca deger (min-max)
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5.6. Hiicrelerin In Vitro Farkhlasma Yetkinlikleri

Kiiltiire edilen hiicreler farkli besiyerleri kullanilarak adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
yonde farklilastirma ortamlarina maruz birakildi. /n vitro adipojenik indiksiyon kiiltir
ortami1 uygulanan hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida kiiclik, parlak, yuvarlak
damlacik izlendi (Sekil 5.6.1.). Bu damlaciklar nétral lipidlere 6zgiin bir boya olan Oil red
O ile kirmizi, yuvarlak, diizglin sinirh, farkli boyutlarda damlaciklar bi¢iminde boyandi.
Adipojenik farklilagma lipit damlaciklar1 Oil red O boyasiyla isaretlemeyle incelendiginde
farklilasma yetisinin PV-MKH, SA-MKH grubunda daha basarili oldugu gozlenirken 1V-
MKH, ART-MKH sirastyla onlar izledigi belirlendi. Lipit damlaciklar1 farklilagmanin ilk
haftalarinda kii¢iik 21. haftaya ulastifinda ise damlaciklarin biiylidiigii gozlendi. Basari

kriteri olarak farklilagsan hiicre sayisi ve lipit damlaciklarinin sayisi-boyutu dikkate alindi.
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Adipojenik

iV-MKH PV-MKH
SA-MKH GKA-H
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B Adipojenik

Sekil 5.6.1 IV, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilerek adipojenik farklilasmis hiicreler

Adipojenik yonde indiklenmis hiicrelerin sitoplazmasinda 4 hafta sonunda lipit
damlaciklar1  gozlendi. Adipojenik farklilasma konfokal —mikroskobunda, lipit
damlaciklarinin Oil red O boyasiyla (kirmizi), g¢ekirdeklerin (mavi) isaretlenmesiyle
incelendiginde farklilasma yetisinin sirasiyla PV-MKH, SA-MKH, iV-MKH, ART-MKH
daha basarili oldugu belirlendi (A). Lipid damlaciklar1 faz-kontrast mikroskop altinda
parlak, duzgln smnirli, yuvarlak inkliizyonlar olarak izlenirken, nétral lipid boyasi olan Oil
red O ile bu damlaciklar kirmiz1 boyandilar (B). Konfokal mikroskobu: Olgek ¢ubugu 10
um. Faz kontrast mikroskobu: Olgek cubugu 10 pm.
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IGK dokusunun 1V, PV, SA, GKA bélgelerinde izole edilen hiicreler 3-4 hafta siireyle
osteojenik besiyerine maruz birakildiginda, hiicrelerin birbirlerine yakin oldugu bdlgelerde
genislemis bir goriiniim sergiledigi gézlendi. Hicrelerin kalsiyum mineralizasyonuna 6zel
olan von Kossa boyasiyla boyanmasi sonucu, hiicrelerin arasinda kalsiyum depozitlerinin
oldugu gozlendi. Von Kossayla birlikte karsit boyanan safranin O boyasi ise osteoid

olusumlarinin oldugunu gosterdi (Sekil 5.6.2.) .

Osteojenik farklilasmayr gdstermek i¢in bir¢cok farkli osteosit proteini kullanildi.
Osteopontin osteojenik farklilasmanin erken evresinde, yaklasik birinci haftanin sonunda
ortaya cikan bir protein olarak hiicrelerdeki dagilimi incelendiginde hiicre yiizeyinde
benekler seklinde izlendi (Sekil 5.6.3.). Gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda V-
MKH’lerinde digerlerine gore daha iyi ifade edildigi gozlendi. Farklilagmanin ikinci
haftasindan sonra osteonektin, osteokalsin, BSP2’nin (Bone sialoprotein-2) gbézlenmeye
baslamastyla farklilagsmanin son agamasina geldigi izlendi. Osteonektin ve BSP2 proteini
osteopontinin gosterdigi paterne benzer bir boyanma gosterdi. Buna gore Osteonektin’in
(Sekil 5.6.4.) ve BSP2’nin (Sekil 5.6.5.) farklilagsma basaris1 sirasiyla PV-MKH, SA-MKH,
IV-MKH, GKA-H olarak belirlendi. Osteokalsin (Sekil 5.6.6.) ise hiicreler boyunca
diizensiz odaklar seklinde izlendi. Gruplar birbiriyle kiyaslandiginda SA-MKH’lerin

digerlerine gore daha basarili bir boyanma paterni oldugu gézlendi.
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Osteojenik

Sekil 5.6.2 IV, PV, SA, GKA bdlgelerinden izole edilerek osteojenik olarak farklilasmis
hiicrelerde kalsiyum depozitlerinin yerlesimi

Osteojenik yonde indiiklenmis hiicreler 4 hafta sonra von Kossa/safranin O boyanmasiyla

incelendiginde, osteoid olusumlar1 ve kalsiyum depozitleri gozlendi. Faz kontrast
mikroskobu: Olgek cubugu 10 pum.
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Osteopontin

iV-MKH PV-MKH
SA-MKH GKA-H

Sekil 5.6.3 1V, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilerek osteojenik olarak farklilasmis
hiicrelerin osteopontin (kirmiz1) molekiliince degerlendirilmesi

Osteopontin IV-MKH’lerinin hiicre yiizeyinde benekler seklinde izlenirken, PV, SA,

GKA-H’lerine kiyasla daha iyi bir ifadesi oldugu gdzlendi. Konfokal mikroskobu: Olcek
cubugu 20 pm.
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Osteonektin

iV-MKH PV-MKH
SA-MKH GKA-H

Sekil 5.6.4 1V, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilerek osteojenik olarak farklilasmis
hiicrelerin osteonektin (kirmizi) molekiiliince degerlendirilmesi

Osteonektin hiicre i¢inde noktasal olarak izlenirken, farklilagma basarisi sirasiyla PV-
MKH, SA-MKH, iV-MKH, GKA-H olarak belirlendi. Konfokal mikroskobu: Olcek
cubugu 20 pm.
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BSP

iV-MKH PV-MKH
SA-MKH GKA-H

Sekil 5.6.5 IV, PV, SA, GKA bolgelerinden izole edilerek osteojenik olarak farklilasmis
hiicrelerin BSP2 (kirmizi1) molekiiliince degerlendirilmesi

BSP2 hiicre icinde benek seklinde gozlenirken, farklilagsma basarisi sirastyla PV-MKH,
SA-MKH, 1V-MKH, GKA-H olarak belirlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek cubugu 20

fm.
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Osteokalsin

iV-MKH PV-MKH
SA-MKH GKA-H

Sekil 5.6.6 1V, PV, SA, GKA bélgelerinden izole edilerek osteojenik olarak farklilasmis
hiicrelerin osteokalsin (kirmizi) molekiiliince degerlendirilmesi

Osteokalsin hucreler boyunca diizensiz odaklar seklinde gozlenirken, SA-MKH’lerin PV,
IV, GKA-H’lerine gore daha basaril isaretlendigi gozlendi. Konfokal mikroskobu: Olgek
cubugu 20 pm.

Uc hafta siireyle kondrojenik olarak farklilasmis gruplarda, hiicrelerin bir araya gelerek
toplandigi, 1-2 mm c¢apinda kiire seklini aldigi ve kiirelerin etrafinin parlak oldugu
gozlendi. Kondrojenik farklilagmanin belirlenebilmesi i¢in  kondrojenik  kiireler
steromikroskop altinda incelendi (Sekil 5.6.7.). Kirelerin buyikluklerinin ve dizenli
sekillerinin bir birlerine benzer oldugu gozlendi. Kiirelerin kriyo Kesitlerinin Toluidine

mavisiyle boyanmasiyla, ince kiireler iginde heterojen, metakromatik matriks icerisine

99



gomuli duzensiz hicrelerin bulundugunu belirlendi (Sekil 5.6.7.). Toluidine mavisi
kondrojenik hiicre matriksinde bulunan mukopolisakkaritlerin varliginin belirlenmesinde

kullanildi.

Kondrojenik

Sekil 5.6.7 IV, PV, SA, GKA bdlgelerinden izole edilerek kondrojenik olarak farklilasmis
hicreler

IV, PV, SA, GKA-H’leri kiyaslandiginda kiirelerin biiyiikliiklerinin ve diizenli sekillerinin
bir birlerine benzer oldugu goézlenirken, tiim gruplarda hiicre dis1 matrikste bulunan
toluidin mavisiyle boyanan mukopolisakkaritler i1sik mikroskobunda gdzlendi (sag iist).
Stereomikroskobu: Olgcek cubugu 100 pm.
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6. TARTISMA VE SONUC

Literatiire yaptigi Onemli katkilartyla arastirma grubumuz IGK multipotent kok
hiicrelerinin izolasyon yontemi, tanimlanmasi ve farklilasma ozelliklerinin yami sira, bu
hiicrelerin pek c¢ok dinamigine iliskin veriye sahip bulunmaktadir. Bu durumda bu
hiicrelerin hem arastirmacilar hem de klinisyenler tarafindan yaygin olarak giivenilir bir
sekilde kullanilabilmeleri amaciyla atilmasi gereken adimlarin basinda bu heterojen
karakterdeki hiicrelerin tanimlanmasi ve bu sayede homojen bir hiicre populasyonun elde

edilebilmesi gerekmektedir.

6.1. IGK Bolgelerindeki Hiicrelerin  Biiyiime, Cogalma Siirecinin  ve

Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

IGK bolgelerinden elde edilen doku parcalarmin eksplant kiiltiir kosullarinda kiiltiir kab:
ylizeyine basariyla yapismasi ve hiicrelerin dokudan ayrilarak kiiltiir kabinda yayilma
surelerinin birbirlerinden farkli oldugu gdzlenmistir. Hicreler SA dokusunda 6. giinde, IV
dokusunda 8. giinde, GKA dokusunda 9. gunde, PV dokusunda ise 12. giinde dokudan
ayrilmaya baslamigtir. Gozlenen bu farkin, dokularin barindirdigi hiicrelerin yapisal
farklarindan kaynaklandigi gibi hiicreler arasi matriksteki protein bilesiklerinin farkindan
da kaynaklanmaktadir (Sekil 5.1.2). Subamniyotik stroma bdlgesi, bazal membran
uzerinde bulunan tek katli yassi-kiibik epitelden, amniyon zariin altinda kalan az sayida
stroma hiicresinden ve bunlar1 gevreleyen bol hiicrelerarasi sivi igeren daginik ve ince
kollajen lif demetlerinden (tip I, III ve VI kollajen) olusmaktadir. Buradaki stroma
hiicrelerinin diger alanlardaki hiicrelere oranla daha az farklilasmis oldugu ve ¢ogalma
yeteneginin de yiiksek oldugu belirtilmistir (44). SA bolgesinin eksplant kiilturlere ilk yanit
veren grup olmasi (Sekil 5.1.2) ve en hizli konfluensiye ulagan hiicre (Sekil 5.1.3) olmasi,
bu hiicrelerin diger bolgelere gore daha az farklilasmis yani ¢ogalma yeteneginin daha
yiikksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun yani1 sira hiicreler arast matriks
bilesenlerindeki yogunluk ve elde edilen doku miktarindaki fazlalik bu dokunun kultur
kabina hizla yapismasma ve bu nedenle de hiicrelerin diger gruplara gore daha hizli

¢ogalmasina neden olmustur (Sekil 5.1.1A-B, 5.1.2).
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IV dokusunun diger gruplara oranla daha fazla alan kapladig: izlenmistir. Fakat hiicre dis1
matriksinin fazla olmasi nedeniyle (44) birim alana diisen hiicre miktarinin az oldugu
belirlenmistir. IV dokusunun miktarinin fazla olmasma ragmen birim alandaki hiicre
miktarindaki azliktan dolay1 eksplant kiltire SA hiicrelerinden sonra yanit vermistir (Sekil
5.1.1A). Hiicre miktariyla uyumlu bir yanit vermesi (Sekil 5.1.1B) ve bu yanitin hiicreler
aras1 matriks igerigiyle destekleniyor olmasi bu sonucu destekler niteliktedir. PV dokusu
damarlarin etrafindaki dar stroma alanindaki hiicrelerden ve hiicreler arasi matriksten
olusmaktadir. Buradaki hiicreler diger bélgelere kiyasla daha sikisik bir alanda, daha dar ve
kiiciik sitoplazma bélumlerine sahiptir (18). PV dokusu IGK dokusu icerisinde en az yer
kaplayan yani en az miktarda elde edilen doku boélgesini olusturmaktadir (Sekil 5.1.1A).
Eksplant kilturde diger doku bolgelerine gore en ge¢ yanit veren grup olmasi doku
miktarinin ve hiicreler arasi1 matriksin azligindan kaynaklanmaktadir (Sekil 5.1.1B). Buna
ragmen doku igerisindeki hiicrelerin birim alandaki miktarinin fazla olmasi nedeniyle (44)
mL doku basina elde edilen hiicre miktarinin diger doku bolgelerinden fazla olmasi bu
goriisti destekler niteliktedir (Sekil 5.1.4). GKA i¢ ve dis elastik laminadan yoksundur ve
adventisyanin yerini perivaskiler stroma almistir. Umbilikal damar, degisik yonde
siralanmis diiz kas lifleri iceren kalin bir muskularis tabakasi bulundurmaktadir. 1V
dokusundan sonra eksplant kiiltiire en iyi 3. yanitt veren doku boélgesidir (Sekil 5.1.1A).
IGK dokusundan elde edilen birim alana diisen hiicre miktarma bakildiginda PV
dokusundan sonra en iyi ikinci gruptur (Sekil 5.1.4). Doku icerisinde az bir alan

kaplamasinda ragmen yiiksek miktarda hiicreyi icerisinde barindirmaktadir.

IGK bélgelerinden izole edilerek, kiiltiir ortamina alinan hiicreler SA;13, 1V; 15, GKA; 17,
PV; 20 giin sonra %100 ¢ogalma diizeyine (konfluensi) ulasmistir (Cizelge 5.1.3). SA-
MKH’lerinin daha az farklilasmis olmasi nedeniyle daha ¢abuk ¢ogalmalar1 ve V-
MKH?’lerinin kordonda en fazla alan1 kaplamasi bu nedenle elde edilen hiicre miktarinin

fazla olmas1 nedeniyle kiiltiir ortaminda en hizli konfluensiye ulasan gruplar olmuslardir.

IV, PV, SA, GKA boélgelerinden elde edilen hiicrelerin kendini iki katina ¢ikarma zamani
(PDT) pasajlar boyunca karsilastirildiginda (Sekil 5.1.5). PV alanindan elde edilen doku
miktar1 ve buna bagli olarak hiicre miktar1 az olmasina ragmen, diger bolgelere oranla PDT

stiresinin daha diisiik olmas1 yani PV-MKH’lerinin yiiksek proliferasyon yetenegi diger
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gruplar1 yakalamasmi saglamistir (Sekil 5.1.6). Literatiire bakildiginda IGK bélgeleri
i¢inde en ¢ok farklanmis alanimn sirasiyla PV, 1V, SA oldugu sdylenmektedir fakat bizim
bulgularimiz bu sonugla gelisir. En ¢ok farklilasmis oldugu séylenen (28) PV bdlgesinin
kendini ¢ogaltma siiresinin kisa olmasi beklenirken yaptigimiz ¢alismada yiiksek ¢cogalma
kapasitesine sahip olmasi farklilik yaratmigtir. PV hicrelerinin doku igerisinden kultur
ortammna alinmasi1 bu hiicrelerin geriye farklilasmasina neden olmus olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismayla, IGK dokusundan enzimatik ve eksplant yontemiyle izole edilen
hiicrelerin morfolojileri karsilastirildiginda eksplant yontemiyle izole edilen hiicrelerin
fenotiplerinin enzimatik yontemle elde edilenlere gbre daha az heterojen olugu
gozlenmistir. Mekanik olarak izole edilerek Kdiltiir kabina tutunan hiicrelerin morfolojileri
incelendiginde tip 2, ince-uzun fibroblast goriiniimiindeki hiicrelerin ortamda daha yaygin
oldugu, tip 1 hiicrelerin ise varliginin %10’u gecmedigi goézlemlenmistir. Enzimatik
izolasyon yontemiyle kilture edilen hicrelerin morfolojileri incelendiginde tip 1 genis
sitoplazmali, yass1 ve stres liflerince zengin hiicrelerin ortamda mekanik yonteme kiyasla
fazla oldugu, bunun yan1 sira tip 2 hiicrelerin de ortamda bulundugu, pasajlar ilerledikge
tip 2 hucrelerin ortamda baskin hale geldigi gézlenmistir (Cizelge 5.2.1). Bu sonuca gore,
hiicrelerin izolasyon tekniginin hiicre morfolojisi iizerindeki etkisinin énemli oldugunu ve
enzimatik yontemin hiicre fenotipi tizerine etkisinin oldugunu gormekteyiz. Bu etkinin
kullanilan kollajenaz tip 1 enziminin sadece hiicreler aras1 matrikse degil ayni zamanda
hicreler Uzerinde de etkisinin olmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz. Eksplant
yonteminin kullanilmasiyla enzimatik islem nedeniyle hiicre yiizeyindeki molekiillerin
hasarlanma ihtimali ortadan kalktigindan, bu yontemin baz1 avantajlari oldugu
gortilmektedir. Bunun yani sira eksplant yontemde ortamdaki matriksin varligi nedeniyle
doku icindeki buylme faktorlerinin hicre proliferasyonu desteklemesi nedeniyle elde
edilen hiicre miktarmi arttirdigi  diisiiniilmektedir. Majore ve ark.’nin (93) yaptigi
caligmayla eksplant yontemiyle kiiltiir kabina tutunabilen, mezenkimal belirtegleri tasiyan
ve fibroblast benzeri morfolojiye sahip IGK-MKH’lerinin yiksek miktarda elde
edilebilecegi gdsterilmistir. Bir baska ¢alismada ise IGK-MKH’lerinin eksplant yontemiyle

kolay ve kontaminasyon riski tagimadan gilivenle izole edilebilecegi belirtilmistir (94).
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Literatiirdeki ¢aligmalarla elde ettigimiz sonuglarin  birbirlerini  destekledikleri

gorilmektedir.

Tum kordonun kullanilmasiyla elde edilen IGK hiicreleri in vitro ortama alindiklarinda iki
farkli morfoloji sergiler; koseli sitoplazmali, yuvarlak ve girintili-¢ikintili ¢ekirdekli ve
belirgin cekirdekgcikli hicreler (tip 1); mekik seklinde sitoplazmasi ve buna uyumlu
cekirdegi olan, kollajen sentezleyen hiicreler (tip 2) olmak tizere tanimlanmistir. Pasajlar
ilerledikge tip 2 nin morfolojik karakterin baskin hale geldigini ortaya konmustur (28). IV-
MKH’lerini kiltiir ortamina aldigimizda hiicre ¢ogunlugunun tip 2 fusiform hucrelerden
olustugu, erken pasajlarda ise %10 oraninda tip 1 hiicreye rastlandigi gortilmistiir. PV-
MKH’leri kiiltiir ortamina alindiginda tip 2 hiicrelerin gen¢ formlariin tabloya hakim
oldugu, tip 1 hiicrelerin ise yaklasik %5 oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla tip 1 ve tip 2
hiicreler sadece IV veya PV bolgesine ait degil her iki dokuda da bulunmaktadir. Buna
karsin IV bélgesinden elde edilen hiicrelerin tip 1 ve 2 bakimindan daha heterojen olugu
gorilmiistiir (Sekil 5.2.2). Bu sonuglar 1s1¢inda ¢alismanin basinda sorulan IGK

hlcrelerindeki heterojenitenin sebebinin bolgelerden kaynaklanmadigi goriilmiistiir.

Majore ve ark. IGK-MKH’lerini Counterflow Centrifugal Elutriation (CCE) ile kiglk
(11,1 pm) ve biiyiik (19 pm) hiicreler seklinde ayirmis ve alt popiilasyonlar olusturmustur
(95). Kiigiik hiicrelerin biiyiik hiicrelere gore daha yiiksek kendini yenileme 6zelliginin
oldugu ve MKH belirteclerini daha fazla ifade ettikleri, buna gore kiicuk hiicrelerin biyuk
hiicrelerin onciisii olduklar1 6ngoriilmiistiir. Bu bilgiler 1s1ginda tip 1 ve tip 2 ayriminin
farkl1 bolgeden c¢ok, ayni doku igerisinde hiicrelerin farkli hiicre seviyelerini ifade ettigi
sOylenebilir. SA-MKH’leri kultlr ortamina alindigimizda hicreler epiteloid morfoloji
sergilemigtir, tip 1 hucreler ise neredeyse yok denecek kadar azdir (Sekil 5.2.2). Bu
morfolojinin amniyon zarindaki tek katli yassi-kiibik epitelden kaynaklandigi ve daha az
farklilasmis olmasindan (44) ileri geldigi disiiniilebilir. GKA-H’leri kiiltiir ortamina
alindigimizda hiicrelerin saf bir diiz kas popiilasyonundan olustugu gortlur, tip 1 ya da tip
2 hucreye rastlanmaz (Sekil 5.2.2). Bu sonug, tip 1 ve 2 hiicrenin GKA dokusundan
kaynaklanmadigimmin bir belirtecidir. GKA-H’lerinin saf diz kas hicrelerinden olusuyor
olmasi onlarin saf bir diiz kas kaynag: olarak kullanilabilecegine isaret eder. Glnimuzde
bircok aragtirmaci diiz kas hiicresi olusturmaya ¢alisirken, dogumda atilan, etik bir

probleme neden olmadan elde edilebilen ve kolay ulasilabilir bir doku olmasiyla IGK
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dokusudaki arterlerin ylksek miktarda potansiyel diiz kas kaynagi oldugunun ortaya

konmasit literatiire onemli bir katki saglamistir.

IGK-MKH ile ilgili yapilan calismalarda hiicrelerin izolasyon teknikleri ve kiiltiire edilme
yontemleri calisma ekiplerine gore degisiklik gostermektedir. Bu degisim hiicrelerin
fenotipine ve biiyliime Ozelliklerine yansimaktadir. Kiiltiir ortaminda kullanilan biiylime
faktorleri ve serum oranlart hiicrelerin biiylime ve ¢ogalma etkinligini degistirir (14). Bu
calismada tiim izolasyon tekniklerinin ve kullanilan kiiltiir ortaminin ayni1 olmasi ve ayni
Ornegin farkli bolgelerinden elde edilen hiicrelerin karsilastirilmasi, yontemden dogacak

farklar1 ortadan kaldirmistir.

6.2. IGK Bélgelerindeki Hiicrelerin Akim Sitometri ile Hiicre Yiizey Belirteclerinin

Degerlendirilmesi

IGK-MKH’lerinde, MKH’leri karakterize etmek igin kullanilan CD29, CD73 CD90,
CD105 molekiilerinin varlig1 bir¢ok grup tarafindan gosterilmistir (94, 96). Schugar ve ark.
CD146, CD144 ve CDI105 pozitif hiicrelerin, genelde damar duvarinda ve perivaskiiler
bolgede bulundugunu belirtir. CD73 ifadesi arterde muskuler tabakada ve endotelde
goOzlenirken, perivaskuler bolgede gdzlenmez, amniyon epiteli ve subamniyotik bolgede en
yuksek diizeyde ifade edilir. CD90 tiim kordon bélgelerinde ifade bulur (52). CD29, CD90,
CD73, CD105 MKH belirteclerinden CD29 ve CD105’in PV-MKH’lerde %70 pozitif
olmasi disinda, CD29, CD90, CD105 diger kordon bdélgelerinden elde edilen hiicre
gruplarinda pozitif oldugu goriilmiistiir. CD73 GKA hari¢ IV, PV ve SA gruplarinda zayif
pozitif olarak izlenmistir. MKH belirteglerinin 1V, SA, GKA bdlgelerinden elde edilen
hiicrelerde ifade ediliyor olmasi bu hiicrelerin mezenkimal karakterini korudugunu
gostermistir. PV-MKH’leri MKH belirteclerini diger gruplara gore daha az ifade ettigi
gorulir. CD73 de goriilen diistisiin eksplant kiiltiirden veya hiicrelerin diger alanlardaki
hiicre iletisimlerinden ayrilmasi nedeniyle degisim gostermis olabilecegi diisiiniiliir.
Schugar ve ark. izolasyon yoOnteminin hiicre yiizey belirte¢lerinde degisime neden
oldugunu belirtmistir (52). Bu bilgi bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir. Hicre ici

adezyon molekiilii olan ve stromal olarak uyarilmis immiin baskilamada rol alan CD54
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MKH’lerde yapisal olarak diisiik seviyede ifade edilir (97). IGK bolgelerindeki hiicre
gruplarinda da ifadesinin diisiik oldugu goriilmiistir. Hematopoetik belirteg olan CD34 ve
CDA45’in tiim gruplarda negatif olmasi yapilan ¢alismalar1 destekler niteliktedir. Kok hiicre
Ozelliginin stirdiriilebilmesinde farklilasmay1 baskilamada rol oynayan CDI133 tiim
kordonun kullanilmasiyla elde edilen hiicrelerde ifadesine rastlanirken, kordon
bolgelerinden elde edilen hiicrelerde ifadesi gozlenmez (14). IGK bolgelerinden elde
ettigimiz hiicrelerde de negatif oldugunun belirlenmesi yapilan calismalari destekler
niteliktedir. Bu sonuglara gére, IGK bolgelerinin ayrilmasiyla elde edilen hiicreler belirli

ozelliklerini korurken diger yandan sahip olduklar1 baz1 karakterleri kaybederler.

6.3. IGK Bolgelerindeki Hiicrelerin Yapisal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

In vivo ve in vitro ortamdaki hiicresel farklilasma hiicre morfolojisiyle, diger bir degisle
hiicre i¢i ara filaman proteinlerin yerlesimiyle baglantilidir. Hiicrelerde ifade bulan ara
filamanlar embriyonik gelisim ve hiicresel farklilagsma sirasinda hiicre tipine 6zgii dagilim
gostermektedir (28). Bu durumda belirli hiicre iskeleti elemanlarinin dokunun belirli
bolgelerinde farkli ifade bulmasi ve bu hiicrelerin dokudan izole edildikten sonra ayni
Ozellikleri kiiltiir ortaminda koruyup korumadiklarinin belirlenmesi bu hiicrelerin yapisinin

incelenmesinde 6nemlidir.

Hiicre ici yapisal protein olan vimentin 50 kDa’luk bir protein olup mezodermal kokenli
hiicrelerde  bulunur (28). IGK dokusunda vimentinin hem perivaskiiler hem de
intervaskiiler alanda ifade buldugu ve dokudaki hiicrelerin izolasyonuyla kiiltiir ortamina
alinan hiicrelerde, her iki fenotipteki hiicrede ifade edildigi Can ve ark. (28) tarafindan
gosterilmistir.  Vimentin ifadesinin kiiltiir ortaminda da stirdiiriiliiyor olmasi hiicre
tarafindan mezenkimal o6zelliklerinin korundugunu gosteren Onemli bir kanit olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Hiicrede ara filaman olarak gorev yapan vimentin tiim doku
bolgelerindeki hiicrelerde izlenmistir (Sekil 5.4.2). IGK bélgelerinden izole edilerek kiiltiir
ortamina alinan hiicrelerde, hiicre tipi ayirmaksizin tiim gruptaki hiicrelerde sitoplazmada

yaygin olarak kuvvetli pozitiftir (Sekil 5.4.3). Bu sonuclara goére hiicrelerin dokudan

106



ayrilmas1 ve diger doku bdlgelerindeki hiicrelerden ayri kiiltiire edilmeleri, MKH

ozelliklerinde bir degisime neden olmamustir.

Sitokeratinler 55-69 kDa molekiil agirligindaki proteinlerdir ve ekto-/endodermal kokenli
epitel hiicrelerinde gozlenirler. Sitokeratin 8, 18, 19 gibi baz1 sitokeratin izoformlari
miyofibroblastik hicrelerde de ifade bulurlar (98) ve pansitokeratin antikoru tarafindan
tanmirlar. IGK hiicreleri de benzer sekilde sitokeratinin ifadesiyle hiicrelerin yapisinin
karakterizasyonu saglanabilmektedir (99). Sitokeratinin gobek kordonunun perivaskdler
bolgesinde ifade edildigi ve kiiltiir ortaminda tip 1 olarak adlandirilan hiicrelerde varligi
ortaya konmustur (28, 44). Hiicrede ara filaman olarak gorev yapan sitokeratin (tip 1, 4, 5,
6, 8, 10, 13, 18 ve 19) IGK dokusundan ayrilan IV ve PV bélgelerinde, SA bolgesinde
bulunan amniyon epitelinde pozitif fakat epitel altinda pozitif olmadig1 gozlenmistir. GKA
bolgesinde ise zayif pozitif oldugu izlenmistir (Sekil 5.4.4). Bu bulgular 1s18inda,
sitokeratinin daha once yapilan calismalarda IV bélgesinde zayif gdzlenmesinin, bu
bolgedeki hiicre yogunlugunun azligindan ileri geldigi diisiiniilmiistiir. IGK bélgelerinin
izolasyonuyla kiiltiir ortamina aldigimiz hiicrelerde IV-MKH’lerinde ve PV-MKH’lerinde
pozitif oldugu, fakat PV-MKH’lerinde erken pasajlarda bir grup hiicrede zayif pozitif iken
pasajlar ilerledik¢e tiim hiicrelerde pozitif oldugu saptanmistir. SA-MKH’lerinde kugik
hiicrelerde zayif pozitif oldugu, GKA-H’lerinde de zayif pozitivite gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 5.4.5). Elde edilen bu sonuclar, SA ve GKA MKH’lerinde miyofibroblastik
karakterde olan hiicrelerin az oldugunu bize gostermistir. PV-MKH’lerinde ise erken
pasajlarda miyofibroblast olmayan hiicrelerin kiiltiir kosullarinin ya da ortamdaki
miyofibroblast karakterindeki hicrelerin etkisiyle pasajlar ilerledikce karakter degistirdigi

yoniinde bir diigiinceyi akla getirmistir.

IGK, kontraktil proteinler olan desmin ve a-SMA bakimindan incelendiginde, Darby ve
ark. (100) tarafindan yara iyilesmesi sonucu ortaya ¢ikan miyofibroblastlarda desminin
ifadelenmedigi, sadece a-SMA’nin ifadelendigi belirtilmistir. a-SMA miyofibroblastlara
ozgii bir proteindir. IGK dokusunun PV ve SA bélgesinde daha baskin izlenirken ve
kllture edilen hiicrelerinde erken pasajlarda kuvvetli pozitif bulunmus pasajlar ilerledikge

ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (28, 46, 69). IGK bolgelerini ayirip inceledigimizde o-
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SMA ifadesi IV bélgesinde diger bolgelere gore daha az ifade edilirken, diger tiim
bolgelerde pozitif oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.4.6). a-SMA nin, IV-MKH, PV-MKH, SA-
MKH’lerinde sitoplazmasi genis hiicrelerde oldugu, fakat kiicik hiicrelerde var olmadigi
izlenmistir. GKA-H’lerinde ise ¢ogu hiicrede mevcuttur (Sekil 5.4.7). Kiiltiir ortamindaki
kicik olarak nitelendirilen hiicrelerin daha az farklilasmis olacagi, yani miyofibroblast
Ozelliklerini korumadigi, bu nedenle bu hiicrelerde a-SMA ifadesine rastlanmadig:
distiniilmiistir. Dokuda bulunan nis ortamimin kiltlir ortaminda bulunmadigi
diisiiniildiiglinde ve bu hiicrelere yonelik kiiltiir ortami kullanilmadigindan pasajlar

ilerledikge a-SMA pozitif hiicrelerin ortamda tutulamadig1 ongoriilmiistir.

Bir diger hicre iskeleti proteini olan desmin miyojenik bir proteindir ve tim kordon
stromasi boyunca vimentinle ayni dagilim paternine sahiptir (28). Bu sebeple IGK-
MKH’lerinin miyofibrobilastik 6zellikte oldugu diisiiniilmektedir (47, 101). Sarugaser ve
ark. (46) bu hiicrelerin dokudan ¢ikartilip kiiltiire edildiklerinde desmin ifade etmediklerini
bildirmistir. Bunun nedeninin izolasyon veya kiiltiir kosullar1 olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Yaptigimiz ¢alismayla, desminin PV, SA, GKA bélgelerinde pozitif iken, IV bolgesinde
negatif oldugu gozlenmistir (Sekil 5.4.8). Desmin, IGK bolgelerinden kiiltiir ortamina
aliman hiicrelerde GKA-H’lerinin haricinde hi¢ bir hiicrede var olmadigr gozlenmistir
(Sekil 5.4.9). Bu sonug¢ diger ¢alismalarda ifade edilen bilgileri destekler niteliktedir.
Hicreler doku icerisindeyken miyojenik karakterini korurken, kiiltiir ortamina alinmasiyla
kordondaki kasilma islevine ihtiyag duymamasi ve hiicre nisinin degismesi sebebiyle

hiicreler miyojenik 6zelliklerini kaybetmislerdir.

PV-MKH’lerinin sitokeratin, a-SMA ve desmin pozitif olmasi onlarin simdiye kadar
diistintildiigii gibi miyofibroblast olmasindan ¢ok belki de miyoepitel 6zelliginde hilcreler
olduklarmi gostermektedir. Dokudaki IV-MKH’lerinin kontraktil proteinler olan a-SMA
ve desmin ifade etmemeleri onlarin kasilma oOzelligine sahip olmadiklarina isaret

etmektedir.
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Endotel hiicrelerine 6zgi olan ve endotel olmayan hicrelerde de varligi ortaya konan (52)
CD146’nin, 146+ perisitlerin MKH onciisii olabilecegine yonelik yapilan calisma bu
molekiiliin son zamanlarda sahneye ¢ikmasina neden olmustur (102). Schugar ve ark.
yaptig1 ¢calismada, GK dokusunun kollajenazla muamelesiyle izole edilen hucrelerin %40-
50’sinin CD146 molekiilinii tasidigi, fakat dispaz yada eksplant yonteminin secilmesiyle
CD146 ifadesinin %100’e kadar tasindigin1 géstermistir. Bir diger ¢alismada heterojen bir
popiilasyon olan KI mononiikleer hiicrelerinden multipotent MKH’lerin izolasyonunda bir
belirteg olarak kullanilmistir (103). Yaptigimiz ¢alismada, CD146’nin sadece PV ve GKA
bolgelerinde bulundugu gozlenmistir (Sekil 5.4.10). CD146’nin IGK bélgelerinden
hiicrelerin kiiltiir ortammna almmasiyla elde edilen IV-MKH, SA-MKH’lerinde var
olmadig1, PV-MKH ve GKA-H’lerinde ise zayif pozitif oldugu gézlenmistir (Sekil 5.4.11).
Bu sonug, CD146 pozitif hiicrelerin kiiltiir ortamina alinarak nisten ve komsu hticrelerden

ayrilmasi nedeniyle bu asamada tutulamadigini diistindiirmiistiir.

6.4. IGK Bolgelerindeki Hiicrelerde ifade Edilen Yapisal Genlerin

Degerlendirilmesi

IGK-MKH’leri ve IGK bolgelerindeki MKH’lerinde farklilasmamis insan EKH ve
pluripotensi belirtecleri olan Nanog, Rex1, Oct4, Sox2, LIN28 ve TERT molekillerinin
erken pasajdaki varligi bircok ¢alismada gosterilmistir. Buna karsin bazi ¢alismalar bu
sonuglarin tersini ifade eder. Elde edilen bu ¢eligkili sonuglarin hiicre izolasyon ve kiiltiir
yontemlerindeki farkliliktan kaynaklandigi diistiniilir (64, 90, 104, 105). Yaptigimiz
calismada, IGK yapisinda bulunan MKH’lerde ifade edilen pluripotensi belirtecleri QRT-
PCR yontemiyle incelenmistir. Bu belirteglerden Nanog ifadesinin IGK-MKH’lerinde PV,
IV, SA, GKA-H’lerine oranla daha fazla oldugu gozlenmistir. Rex1’in ifadesi ise IGK-
MKH’lerin de en fazla miktarda bulunmustur. Bir diger pluripotent belirteci olan Oct4
ifadesi en fazla IGK-MKH’lerinde g6zlenmistir. Diger gruplar arasinda ise, Oct4 gen
ifadesinin PV ve IV-MKH’lerinde gore SA ve GKA-H’lerinde daha fazla oldugu
gosterilmistir. EKH’lerde ifade edildigi bilinen telomerin uzamasindan sorumlu olan TERT
ifadesi IGK-MKH’lerinde en yiiksek artig1 gosterirken, bunu GKA-H, PV, IV, SA-
MKH’leri izlemistir (Sekil 5.5.4).
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IGK-MKH’lerinde gogu EKH ve pluripotent olmayla iliskili gen KI-MKH’lerine gére daha
fazla ifade edilmistir. Bu sonuglara gore IGK dokusu bolgelere ayrilarak kiiltiire
edildiginde EKH ve pluripotentsi genlerinin ifadesi kaybolmaktadir. IGK-MKH’leri
ayristirilmadan kullanildiginda multipotent 6zelligini daha iyi korudugu goriilmiistiir. IGK-
MKH’lerinden sonra PV ve SA-MKH’lerinin pluripotensi belirteclerini daha c¢ok ifade
etmigstir. Elde edilen veriler hiicrelerdeki yiiksek proliferasyon yetenegini (Sekil 5.1.5) ve
erken konfluensiye ulagsma nedenini (Sekil 5.1.3) bize agiklamaktadir. Bu sonuclar bize,
bolgeler icinde bulunan farkli asamadaki hiicrelerin birbirlerine destek gorevi saglayarak,

hicrelerin belirli asamada kalmasini sagladigini digiindurebilir.

IGK bélgelerinden izole edilerek kiiltiir ortamina alinan hiicrelerde, MKH belirteci olan
vimentin ifadesinin, PV-MKH’lerinde en fazla, daha sonra sirasiyla IGK-MKH, SA-MKH,
IV-MKH, GKA-H’lerde ifade edildigi bulunmustur. Vimentinin tim kordon bélgelerindeki
varligr birgok ¢alismada ortaya konmustur. Fakat ayni kordondan elde edilip bolmelere
ayrilarak kiiltiire edilen hiicrelerin ifade miktar1 simdiye kadar hi¢ bir calismada ortaya
konmamustir. Bu nedenle, vimentinin en ¢ok PV-MKH’lerinde goriiliiyor olmasi (Sekil
5.5.5) bu doku bdlgesinin sanildiginin aksine kiiltlir ortamina alindiginda en faklilagsmis

bolge olmadigini gostermistir.

Miyofibroblastlara 6zgii olan (100) a-SMA ifadesine bakildiginda diger gruplara gore
GKA-H’lerinde daha yiiksek oldugu goriiliirken, diger gruplarda ifadesinin daha az oldugu
bulunmustur (Sekil 5.5.5). Yapilan calismalarda, a-SMA’nin IGK doku kesitlerinde ve
erken pasajlardaki hiicrelerde ifade edildigi gézlenirken ileri pasajlarda ifadesinin azalmasi,
izolasyon ve kiiltiir kosullarina baglanmistir (46, 69). PV bolgesindeki hticrelere oranla
daha immatiir oldugu sdylenen SA ve IV bolgesindeki hiicrelerin kiiltiir ortamina alinmasi,
sahip olduklar1 zayif miyofibroblastik karakterin yok olmasina neden olur (28). Bu bilgi
SA ve IV bolgesindeki hiicrelerin diisiik a-SMA ifadesine kanit teskil eder. GKA-H’lerinin
diger gruplara kiyasla diiz kas yoniinde farklilasmis olmasi, a-SMA’nin ifadesindeki

yiiksekligi agiklar.
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Endodermal yo6nde farklilasmanin belirteci olan ve Kkardiyomiyosite farklilasmada
transkripsiyon faktort olarak gorev yapan GATAA4 (106) ifadesi GKA-H’lerinde en ylksek
seviyede ifade olurken, bunu IV-MKH, IGK-MKH, SA-MKH, PV-MKH’leri izlemistir
(Sekil 5.5.6). Diinya Saglik Orgutiiniin 1999 raporuna gore dliimlerin %28-34’uni (erkek
ve kadin) kardiyovaskiiler hastaliklar olusturmaktadir (107). Glnlmizde kalp
yetmezliginin epidemik boyutlara ulastigi, kalp ve damar hastaliklarinin bir numarali 6lim
nedeni oldugu gozlenmektedir. Memeli kalbini olusturan hiicreler kardiyojenik
mezodermden koken alir ve miyokardiyal (kardiyomiyositler ve kalp ileti hiicreleri),
endotelyal, diiz kas hiicreleri ve postnatal kardiyak onciil hiicrelerden olusmaktadir (108).
Bu hiicrelerin rejenerasyonu yéniinde yapilacak ¢alismalarda, GKA-H ve IV-MKH’lerinin
kullanilmasinin basariy1 arttiracagi distiniilmiistiir. GKA-H’leri etik bir probleme neden
olmadan kolaylikla saglanabilen 6nemli bir diiz kas kaynagidir. Bu ¢alismada, bu hiicre
grubunun tedavi amagli g¢alismalarda kullanilabilecek potansiyel bir kaynak oldugu

gosterilmistir.

Ektodermal ya da néron yoniinde farklilasmanin belirteglerinden biri olan nestini IGK
subendotel bolgesinde bulunan MKH’ler (109), wharton peltesinden ve tim kordondan
elde edilen MKH’ler ifade eder (14). Noral kék hicrelerde ve néral énct hicrelerde ifade
edilen nestin, yaptigimiz ¢alismada PV-MKH’lerinde anlamli bir farkla 6ne ¢ikmustir.
Nestin en az IGK-MKH’lerinde ifadelenmistir (Sekil 5.5.7). PV-MKH’lerindeki anlami
fark bu hiicrelerin diger hiicrelere gére ndron yoniinde daha kolay farklilagabilecegini

gOstermektedir.

Mezodermal ya da kas yoniinde farklilasmanm ve IGK-MKH’lerinin miyofibroblastik
karakterini gosteren belirteclerinden biri olan desmin (47, 101), iGK dokusunun tim
bolgelerinde goriiliirken bu hiicrelerin kiiltiir ortamina alinmasiyla ifadesi kaybolur (28).
IGK boélgelerinden elde edilen hiicrelerde desmin ifadesini inceledigimizde, sadece bir
hasta 6rneginin GKA-H, SA-MKH, IGK-MKH’lerinde ifade edildigi gdzlenmistir (Sekil
5.5.8). Bu sonug, desmin ifadesinin drnege, kiiltiir ortamina yada izolasyon yontemine gore

degisim gosterebilecegini gostermektedir.
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IGK-MKH’lerinin anti-kanser ve hedefleme &zelliginden sorumlu mekanizma heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. SEMA3C hiicre gogiinii saglar (Semaforin E), ayrica timor
hiicrelerinde ve anjiogenik endotel hiicrelerinde oldugu bilinen noérofilin/pleksin
reseptoriine yiiksek miktarda afinitesi vardir. Bu davramis belki de, IGK-MKH’lerinin
hedefleme 0zelligini aciklayabilecek bir mekanizmadir. SEMA3C ifadesinin IGK-
MKH’lerinde yiikseldigi Fong ve ark. tarafindan ifade dizini ¢alismasinda gosterilmistir
(64). SEMA3C ifadesi ilk defa IGK bélgelerinden elde edilen MKH’lerde incelendiginde,
tim gruplar arasinda anlamli bir fark olmadan ifade edildigi saptanmistir (Sekil 5.5.9).
Buna gore IGK iginde barmnan tiim hiicrelerin bu 6zellige sahip oldugu gosterilmistir ve

anti-kanser ¢alismalarinda kullanilabilecek 6nemli bir kaynak ortaya konmustur.

6.5. IGK Bélgelerindeki Hiicrelerin In Vitro Farkhlasma Yetkinliklerinin

Degerlendirilmesi

IGK-MKH’leri ekstraembriyonik mezodermden koken aldigi igin adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, kardiyomiyojenik ve miyojenik farklilastirma bu hiicrelerde en ¢ok galisilan
yolaklar arasindadir (28). IGK-MKH’lerinin kiigiik cok odakli yag damlaciklar olusturarak
prematiir adiposit meydana getirdigi gosterilmistir (6). IGK-MKH’lerinin KIi-
MKH’lerinden daha ¢ok yag i¢eren hiicre meydana getirdigi (81), Lu ve ark. gore ise bu iki
hiicre arasinda bir fark olmadigi ortaya konmustur (11). Kiltiir igeriginin, in Vivo
farklilagsma ve adipojenik yolagin baslamasi igin gerekli ortami taklit etmesiyle, adipojenik
olarak uyarilan hiicrelerin adiposit spesifik genleri, lipoprotein lipaz, plazminojen aktivator
inhibitor—1 ifade ettigi gostermistir (11). Yaptigimiz deneyler sonucunda in vitro
adipojenik indiiksiyon uygulanan hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida kiiciik, parlak,
yuvarlak farkli boyutlarda yag damlaciklari izlenmistir (Sekil 5.6.1A-B.). Adipojenik
farklilagsma yetisi yag damlaciklarinin boyutu ve sayisina gore degerlendirildiginde, PV-
MKH, SA-MKH grubunda daha basarili bulunurken, IV-MKH, GKA-H sirasiyla onlar
izledigi belirlenmistir. Lipit damlaciklar1 farklilagsmanin ilk haftalarinda kiigiik, 21. gline
ulagtiginda ise damlaciklarin biiytidiigii gbzlenmektedir. Adipojenik hiicre indiksiyonu
calisacak ekiplerin PV ve SA-MKH’lerini tercih ettiklerinde bu yolakta basari oranini

arttirabilecegi ongorilmiistar.
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IGK-MKH’lerinin osteojenik farklilasma potansiyeli ilk Wang ve ark. tarafindan 2004
yilinda gereklestirilmistir (68). Osteojenik farklilasmay1 gostermek igin alkalin fosfataz
pozitif agregat olusumlart ve nodiillerde von kossa ve osteojenik iliskili protein
(osteopontin) boyamalari kullanilir. Osteoid olusumu ve kalsiyum birikimi 4. haftaya kadar
giderek artar, BSP2, osteonektin, osteokalsin molekiillerinin varligi bu farklilasmay1
destekler (28). PV-MKH’lerinin Ki-MKH’lerine oranla osteojenik farklilasma potansiyeli
daha ytuksektir (81) ve PV-MKH’leri 300-800 um ¢apinda mineralize kemik nodiilleri
olusturur (110). Osteopontin osteojenik farklilasmanin erken evresinde yaklasik birinci
haftanin sonunda ortaya c¢ikan bir protein olarak hiicrelerdeki dagilimini konfokal
mikroskobunda incelendigimizde hiicre yilizeyinde benekler seklinde gozlenmistir (Sekil
5.6.3.). Gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda IV-MKH’lerinde digerlerine gore daha iyi
ifade edildigi belirlenmistir. Farklilasmanin ikinci haftasindan sonra osteonektin,
osteokalsin, BSP2’nin (Bone sialoprotein—2) gozlenmeye baslamasiyla farklilasmanin son
asamasina gelinir. Osteonektin (Sekil 5.6.4.) ve BSP2’nin (Sekil 5.6.5.) farklilasma
basaris1 sirastyla PV-MKH, SA-MKH, IV-MKH, GKA-H olarak belirlenmistir.
Osteokalsin ise hiicreler boyunca diizensiz odaklar seklinde izlenmistir. Gruplar birbiriyle
kiyaslandiginda SA-MKH’lerin digerlerine gore daha basarili bir boyanma paterni oldugu
gozlenir (Sekil 5.6.6.). IGK bolgelerinden elde edilen hiicreler iginde osteojenik
farklilasmay1 gosteren belirteglerin ifadesinin PV ve SA-MKH’lerinde ©ne ¢iktigi
gOzlenmistir. Bu sonuca gore osteojenik yonde yapilacak indiiksiyonlarda PV ve SA-

MKH’lerinin kullanilmasi basar1 sansini arttiracaktir.

Kondrojenik indiiksiyonda hiicre peletleri olusturularak uygun kiiltiir ortami i¢inde ii¢
boyutlu hiicre kiirelerinin olusumu saglanir. Bu olusturulan hiicre kiirelerinin kollajen lif
icerdigi ve GAG biriktirerek kondrojenik farklilasmay1 gergeklestirdigi gosterilmistir.
Hiicre kiirelerinin 6zellikle perifer alaninda tip 1 ve 2 kollajen mevcuttur (28, 68, 111). Ug
hafta stireyle kondrojenik olarak farklilastigimiz IGK bélgelerindeki hiicrelerin bir araya
gelerek toplandigi, 1-2 mm capinda kiire seklini aldig1 ve kiirelerin etrafinin parlak oldugu
gozlenmistir (Sekil 5.6.7.). Kiirelerin biiyiikliikklerinin ve diizenli sekillerinin birbirlerine
benzer oldugu gozlenmistir. Kirelerin kriyo kesitlerinin toluidine mavisiyle boyanmasiyla,
ince kireler icinde heterojen metakromatik matriks icerisine gdmulu duzensiz hucrelerin

bulundugunu belirlenmistir (Sekil 5.6.7.).
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6.6. Sonug

Yapilan degerlendirmeler sonucunda IGK bélgeleri arasinda en fazla hicreyi iV, SA
bolgeleri barindirmaktadir. Doku, hiicre miktar1 ve hiicreler arasi matriks bilesenlerine
bagli olarak eksplant kiltire en iyi yamiti IV, SA bolgeleri vermektedir. Hiicrelerin
konfluensiye ulagma siireleri, doku miktar1 ve kiiltiir kabina yapisma potansiyelleriyle
koraledir. Bolgeler icinde bulunan hiicrelerin yogunluklari karsilagtirildiginda, birim
alanda en fazla hiicre sirasiyla PV, GKA, SA, 1V bolgelerinden elde edilmektedir.
Baslangigta elde edilen doku miktar1 az olsa da, PV-MKH’lerinin kendini yenileme
siiresindeki kisalik ve birim alanda daha ¢ok hiicre barindirmasi kiimiilatif hiicre

miktarinda diger gruplar yakalamasini saglamistir.

Izolasyon teknigi IGK-MKH’lerinin fenotipi (izerine degisime neden olmaktadir.
Enzimatik yontemde kullanildiginda heterojen bir popiilasyona rastlanirken, eksplant
yontemiyle daha saf bir hicre populasyon elde edilebilmektedir. Hiicre hetorejenitesi
bolgelerden kaynaklanmamaktadir. IV-MKH’leri diger bolgelerdeki hiicrelere gére daha
heterojen bir yap1 sergilemektedir. GKA-H’lerinin onarimsal tip alaninda kullanilabilecek

onemli bir saf diiz kas hiicre kaynagi oldugu ortaya konmustur .

IV, PV, SA, GKA hiicreleri birbirlerinden ayrilarak kultire edildiginde MKH 06zelliklerini
kaybetmemektedirler. Buna ragmen Kordon dokusundaki hiicrelerin birbirinden ayrilmasi
sadece MKH belirleci olan CD73 ifadesinde diisiise neden olmaktadir. PV-MKH’leri
dokudan ayristirllarak kiiltiire edildiginde MKH belirteglerini diger bolgelere daha az ifade
etmektedir.

In situ ortamdan in vitro ortama gecen IV, PV, SA, GKA-H’lerinde yapisal proteinler
incelendiginde, vimentinin ifadesinin tiim gruplarda korunuyor olmasi mezenkimal
ozelliklerin korundugunu gosteren Onemli bir kanit olarak karsimiza c¢ikmaktadir.

Sitokeratin ifadesi dokudan ayrilarak kiiltiir ortamina gegen PV-MKH’lerinde degisim
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gostermektedir. ilk pasajlarda bir grup sitokeratin pozitive hiicre bulunurken, Kiltir
kosullarmin etkisiyle bu ifadesini pasajlar ilerledikge arttirmaktadir. [n situ ortamda IV
disindaki tiim gruplardaki hicreler miyojenik karaktere sahipken, hiicrelerin dokudan
ayrilarak kiiltiire edilmesi miyojenik 6zelliklerinin vyitirilmesine neden olmaktadir. IV
disinda tiim doku bolgelerinde a-SMA ifade eden miyofibroblast karakterinde hiicreler
vardir, bu hiicreler kiiltiire edildiginde sadece sitoplazmasi genis hiicrelerde a-SMA ifadesi

korunur digerlerinde miyofibroblastik 6zellik kaybedilmektedir.

IGK’nun 1V, PV, SA, GKA bdlgelerine ayrilarak hiicrelerin kiiltiire edilmeleri sahip
olduklar1 pluripotent 6zelliklerini kaybetmelerine neden olmaktadir. Bu sonuca gore doku
igerisinde bulunan farkli agsamalardaki hticreler parakrin etkiyle birbirlerine destek gorevi
gostererek pluripotensi seviyesinin korunmasi saglanmaktadir. PV-MKH’leri her ne kadar
CD73 ifadesini daha az gosterse de vimentin ifadesindeki ylkseklik mezenkimal karaktere
sahip oldugunu gostermektedir. PV bolgesindeki hiicrelere oranla daha immatiir oldugu
sdylenen SA ve IV bdlgesindeki hiicrelerin kiiltiir ortamina alinmasi, sahip olduklar1 zayif
miyofibroblastik karakterin yok olmasma neden olmaktadir. GKA ve IV-MKH’leri
kardiyak hasarin rejenerasyonu yoniinde yapilacak ¢alismalarda kullanilabilecek 6nemli bir
hiicre kaynagidirlar. PV-MKH’lerinin diger bolgelere gore nestini daha fazla ifade etmeleri
onlarin noron yoninde vyapilacak c¢alismalarda daha basarili farklilasabilecegini
gostermektedir. Dokudan ayrilarak kiiltiir ortamina alinan hiicrelerin kasilma islevleri
kalmamas1 sebebiyle miyojenik ozelliklerini kaybettikleri gorulmektedir. IV, PV, SA,
GKA hcrelerinin hedefleme yeteneklerinin bir belirteci olan SEMA-3C ifade etmeleri, bu
hlcre gruplarmin anti-kanser ¢alismalarinda kullanilabilecek 6nemli bir kaynak olduklarini

ortaya koymaktadir.

Hiicreler farklilasma ortamlarina maruz birakildiklarinda PV hicreleri adipojenik
farklilasmada daha basariliyken, SA ve IV hiicreleri osteojenik farklilasmada daha iyidir.
flging olarak bolgeler icinde en fazla farklilasmis olan GKA hiicreleri birgok duruma iGK-
MKH’leri gibi yanit vermektedir. GKA-H’lerinin kultlr ortamina alinmasi onlarin geriye
farklilasmasina neden olmus olabilecegini diisiindiirmiistiir. Sonug olarak, IGK igindeki

doku bolgeleri degisen kokliiliik 6zelligi gosteren hiicreleri igerisinde barindirmaktadir.
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Kordon bolgelerinden elde edilen hicreler klinik ¢alismalar igin onemli bir kaynaktir.
Fakat kordon dokusunun tiimiinden elde edilen IGK-MKH’leri kordon bélgelerindekine
gore daha pluripotent hiicrelerdir. Bu ¢alismada, klinikte tedavi amacl kullanilacak iIGK

bolgelerindeki hiicre gruplarinin birbirlerinden farklarinin ortaya konmasi literatire dnemli

bir katki saglamistir.
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	Şekil 5.5.4 İGK-MKH ve PV-MKH, İV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen insan EKH belirteçleri olan Nanog, Rex1, Oct4 ve TERT ifadeleri
	Mezenkimal hücreleri saptamada bir belirteç olarak kullanılan vimentin ve α-SMA ifadesi hücrelerde incelendiğinde, vimentin ifadesin PV-MKH’lerinde en fazla görüldü daha sonra sırasıyla İGK-MKH, SA-MKH, GKA-H, İV-MKH’lerde saptandı. α-SMA ifadesinin d...
	Şekil 5.5.5 İGK-MKH ve PV-MKH, İV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen mezenkimal bir belirteç olan vimentin ve α-SMA’nın ifadesi
	Endodermal yönde farklılaşmamın belirteci olarak seçilen GATA4 geni ifadesi GKA-H’lerinde en yüksek seviyede gözlenirken, bunu İV-MKH, İGK-MKH, SA-MKH, PV-MKH’leri izledi (Şekil 5.5.6).
	/
	Şekil 5.5.6 İGK-MKH ve PV, İV, SA, GKA-H’lerinde ifade edilen endodermal bir belirteç olan GATA4 ifadesi
	Ektodermal ya da nöronal yönde farklılaşmamın belirteçlerinden biri olan nestin ifadesinin PV-MKH’lerinde anlamlı bir farkla öne çıktığı gözlenirken bu ifadeyi SA-MKH, GKA-H, İV-MKH aralarında ifade farkı olmadan izlerken en az ifadeyi İĞK-MKH’leri gö...
	/
	Şekil 5.5.7 İGK-MKH ve PV-MKH, İV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen ektodermal bir belirteç olan Nestin ifadesi
	Mezodermal ya da kas yönünde farklılaşmamın belirteçlerinden biri olan Desmin ifadesinin sadece bir hasta örneğinin GKA-H, SA-MKH, İĞK-MKH’lerinde ifade edildiği gözlendi (Şekil 5.5.8).
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	Şekil 5.5.8 İGK-MKH ve PV-MKH, İV-MKH, SA-MKH, GKA-H’lerinde ifade edilen mezodermal bir belirteç olan desmin ifadesi
	Tümör hücrelerini hedeflemede rolü olduğu düşünülen SEMA3C ifadesinin tüm gruplarda birbirleri arasında anlamlı bir fark olmadan ifade edildiği saptandı (Şekil 5.5.9).
	/
	5.6. Hücrelerin İn Vitro Farklılaşma Yetkinlikleri
	Kültüre edilen hücreler farklı besiyerleri kullanılarak adipojenik, osteojenik ve kondrojenik yönde farklılaştırma ortamlarına maruz bırakıldı. İn vitro adipojenik indüksiyon kültür ortamı uygulanan hücrelerin sitoplazmalarında çok sayıda küçük, parla...
	/
	/
	İGK dokusunun İV, PV, SA, GKA bölgelerinde izole edilen hücreler 3-4 hafta süreyle osteojenik besiyerine maruz bırakıldığında, hücrelerin birbirlerine yakın olduğu bölgelerde genişlemiş bir görünüm sergilediği gözlendi. Hücrelerin kalsiyum mineralizas...
	Osteojenik farklılaşmayı göstermek için birçok farklı osteosit proteini kullanıldı. Osteopontin osteojenik farklılaşmanın erken evresinde, yaklaşık birinci haftanın sonunda ortaya çıkan bir protein olarak hücrelerdeki dağılımı incelendiğinde hücre yüz...
	/
	/
	/
	/
	Üç hafta süreyle kondrojenik olarak farklılaşmış gruplarda, hücrelerin bir araya gelerek toplandığı, 1-2 mm çapında küre şeklini aldığı ve kürelerin etrafının parlak olduğu gözlendi. Kondrojenik farklılaşmanın belirlenebilmesi için kondrojenik küreler...
	/
	Şekil 5.6.7 İV, PV, SA, GKA bölgelerinden izole edilerek kondrojenik olarak farklılaşmış hücreler
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	6.1. İGK Bölgelerindeki Hücrelerin Büyüme, Çoğalma Sürecinin ve Morfolojilerinin Değerlendirilmesi
	İGK bölgelerinden izole edilerek, kültür ortamına alınan hücreler SA;13, İV; 15, GKA; 17, PV; 20 gün sonra %100 çoğalma düzeyine (konfluensi) ulaşmıştır (Çizelge 5.1.3). SA-MKH’lerinin daha az farklılaşmış olması nedeniyle daha çabuk çoğalmaları ve İV...
	İV, PV, SA, GKA bölgelerinden elde edilen hücrelerin kendini iki katına çıkarma zamanı (PDT) pasajlar boyunca karşılaştırıldığında (Şekil 5.1.5). PV alanından elde edilen doku miktarı ve buna bağlı olarak hücre miktarı az olmasına rağmen, diğer bölgel...
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	6.3. İGK Bölgelerindeki Hücrelerin Yapısal Özelliklerinin Değerlendirilmesi
	6.4. İGK Bölgelerindeki Hücrelerde İfade Edilen Yapısal Genlerin Değerlendirilmesi
	İGK-MKH’leri ve İGK bölgelerindeki MKH’lerinde farklılaşmamış insan EKH ve pluripotensi belirteçleri olan Nanog, Rex1, Oct4, Sox2, LİN28 ve TERT moleküllerinin erken pasajdaki varlığı birçok çalışmada gösterilmiştir. Buna karşın bazı çalışmalar bu son...
	İGK-MKH’lerinde çoğu EKH ve pluripotent olmayla ilişkili gen Kİ-MKH’lerine göre daha fazla ifade edilmiştir. Bu sonuçlara göre İGK dokusu bölgelere ayrılarak kültüre edildiğinde EKH ve pluripotentsi genlerinin ifadesi kaybolmaktadır. İGK-MKH’leri ayrı...
	İGK bölgelerinden izole edilerek kültür ortamına alınan hücrelerde, MKH belirteci olan vimentin ifadesinin, PV-MKH’lerinde en fazla, daha sonra sırasıyla İGK-MKH, SA-MKH, İV-MKH, GKA-H’lerde ifade edildiği bulunmuştur. Vimentinin tüm kordon bölgelerin...
	Miyofibroblastlara özgü olan (100) α-SMA ifadesine bakıldığında diğer gruplara göre GKA-H’lerinde daha yüksek olduğu görülürken, diğer gruplarda ifadesinin daha az olduğu bulunmuştur (Şekil 5.5.5). Yapılan çalışmalarda, α-SMA’nın İGK doku kesitlerinde...
	Endodermal yönde farklılaşmanın belirteci olan ve kardiyomiyosite farklılaşmada transkripsiyon faktörü olarak görev yapan GATA4 (106) ifadesi GKA-H’lerinde en yüksek seviyede ifade olurken, bunu İV-MKH, İGK-MKH, SA-MKH, PV-MKH’leri izlemiştir (Şekil 5...
	Ektodermal ya da nöron yönünde farklılaşmanın belirteçlerinden biri olan nestini İGK subendotel bölgesinde bulunan MKH’ler (109), wharton peltesinden ve tüm kordondan elde edilen MKH’ler ifade eder (14). Nöral kök hücrelerde ve nöral öncü hücrelerde i...
	Mezodermal ya da kas yönünde farklılaşmanın ve İGK-MKH’lerinin miyofibroblastik karakterini gösteren belirteçlerinden biri olan desmin (47, 101), İGK dokusunun tüm bölgelerinde görülürken bu hücrelerin kültür ortamına alınmasıyla ifadesi kaybolur (28)...
	İGK-MKH’lerinin anti-kanser ve hedefleme özelliğinden sorumlu mekanizma henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. SEMA3C hücre göçünü sağlar (Semaforin E), ayrıca tümör hücrelerinde ve anjiogenik endotel hücrelerinde olduğu bilinen nörofilin/pleksin resep...
	6.5. İGK Bölgelerindeki Hücrelerin İn Vitro Farklılaşma Yetkinliklerinin Değerlendirilmesi
	6.6. Sonuç
	İGK’nun İV, PV, SA, GKA bölgelerine ayrılarak hücrelerin kültüre edilmeleri sahip oldukları pluripotent özelliklerini kaybetmelerine neden olmaktadır. Bu sonuca göre doku içerisinde bulunan farklı aşamalardaki hücreler parakrin etkiyle birbirlerine de...
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